


HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 





PHYSIOLOGISCHE CHEMIE — ; 


unter Mitwirkung von 




















k. ABDERHALDEN-Halle, SVANTE ARRHENIUS-Stockholm, A. ELLIN- 


GER-Frankfurt a. M., G. EMBDEN-Frankfurt a, M., H. EULER-Stockholm, F 
H. FISCHER-Miinchen, R. GOTTLIEB-Heidelberg, W. v. GULEWITSCH- y 
Moskau, 0. HAMMARSTEN-Upaala, 8. G. HEDIN-Upsala, V. HENRIQUES- a 
Kopenhagen, @. HOPPE-SEYLER-Kiel, O. KESTNER-Hamburg, F. . 
KNOOP-Freiburg.i. Br., L. KREHL-Heidelberg, Wm. KUSTER-Stutigart, he 
CARL TH. MORNER- Upsala, F. v. MOLLER-Minchen, J. P. PAWLOW- . 
St. Petersburg, C, A. PEKELHARING-Utrecht, F. PREGL-Graz, W. E. RIN- Bs 
GER-Utreeht, E. SALKOWSKI-Berlin, §S. P. L, SORENSEN-Kopenhagen, F 
H. STEUDEL-Berlin, H. THIERFELDER-Tibingen, K, THOMAS-Leipzig, l 
H. WIELAND-Freiburg.i. Br., R. WILLSTATTER-Manchen, A, WINDAUS- E 


Géttingen, E, WINTERSTEIN-Zirich, R. v. ZEYNEK-Prag 








herausgegeben von 4 

A. KOSSEL, 

Piofessor der Physiologie in Heidelberg. ig 
Einhundertundvierzehnter Band. a 
Drittes und viertes Heft. P 
(Ausgegeben am 10. Mai 1921. e 

ws : i” 

Mit 1 Abbildung. 5 

BERLIN und LEIPZIG 1921 4 
VEREINIGUNG WISSENSCHAFTLICHER VERLEGER : a 
WALTER DE GRUYTER & Co. | P 


vormals G. J. Gischen’sche Verlugshandiung — J. Guttentag, Verlags- 
buchhandlung — Georg Reimer — Karl J. Triibner — Veit & Comp. 





i 
} 
| 
i 
$ 


i adipasemsu cause nadie IN Doe ks a aba Rs cE NCTA oN NOL. oa 
= est oy oP eh Ad PSSieuise ty anioae Moe é y 





‘ \ 


EINHUNDERTUNDVIERZEHNTER BAND. 
DRITTES UND VIERTES HEFT. 


Inhalt. Seite 
Fuchs, Berthold. Uber das Vorkommen der Arginase im gesunden 
und kranken Organismus ....... +++ e 103 
Lifechtitz, I. Zur Ursache der ea tierischer 
Fette, insbesondere des Wollfettes . . . rae 108 


Kossel, A., und G. Giese.’ Uber den Chloromfarbstoff . Sige 197 


Edibacher, S., und Berthold Fuchs. Uber die en von 
p-Naphtalinsulfochlorid auf Proteine . . 133 
ve Euler, Hans und Olof Svanberg. Uber die Deeereacaltien. in- 
aktivierter Saccharase durch Dialyse. Mit 1 Abbildung . 137 
Rother, Julius. Beitrige zum Nukleinstoffwechselproblem. II. Mit- 
teilung. Uber die esis menschlicher Faces auf Hefe- 
nukleinsfure .... cee ae ee eae. 140 
Steudel, H. Zur Histochemie ae ec aticaen. IV. Uber die 
chemische Zusammensetzung der Spermatozoen des Maifisches 16] 
‘Wieland, Heinrich, und Wilhelm Schulenburg. Untersuchungen 
iiber die Gallenséuren. X. Mitteilung. Der weitere Abbau 


der Desoxyonoliare”: 5 oe ei se iw eae ET 
Thierfelder, H. Die Konstitution des Glutamins . . re cas ARR 
Smedley-Mac Lean, Ida. a iiber die Natur ans Hefe- 

fetts . 5 é : + 25 100 


Stendel, H., und B. Peiser. itber die Hefenucleinsiure. I. Mitteilung 201 
Thannhauser, S.J. und P. Sachs. Berichtigung zur X. Mitteilung 204 





Fir die n&chsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


H. vy. Euler und O. Svanberg (2), L. Ramberg, E. Salkowski, 

I. Lifschitz, H. Steudel, H. Fischer und V. Luckmann, 

J.Meisenheimer, E. Abderhalden (2), Hedwig Langecker (3), 

R. Zeynek, H,v. Euler und K. Myrbick (2), F. Pregl, W. Stepp uid 

R. Feulgen, S. Isaac und E. Adler, Th. Tholin, H. Fischer und 
H. Barrenscheen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemie 
erscheint in Banden von 6 Heften. Preis des Bandes 42 Mark. 

Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in 
der Regel am SchluB des Heftes und auGerhalb der Reihenfolge des Fin- 
gangsdatums mitgeteilt. — Bereits in anderen Zeitschriften veréffentlichte 
Arbeiten, sowie Referate tiber bereits publizierte Arbeiten werden nicht 
aufgenommen. 

Das Honorar betrigt fiir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit 
werden dem Verfasser 75 Separat-Abdriicke gratis geliefert. 

In Bezug auf die Rechtschreibung der Facliausdriicke sind bis auf 
weiteres die Publikationen der Deutschen chemischen Gesellschaft mab- 
gebend. In zweifelhaften Fallen wird der etymologische und internationale 
Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

































Uber das Vorkommen der Arginase im gesunden und kranken 
Organismus. 
/ Von 


Berthold Fuchs. 





Aus dem Institut ftir EiweiBforschung (Stiftung Fritz Behringer] der Universitit 
Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Februar 1921.) 





Untersuchungen iiber die Arginase im tierischen Organis- 
mus, die auf Anregung von Prof. A. Kossel von Clementi’) 
im hiesigen Institut angestellt und spiter von Edlbacher*) 
nachgepriift wurden, veranlafiten mich, zu untersuchen, ob in 
krankhaft veriinderten Lebern oder in Lebern, die durch Krank- 
heiten an anderen Organen wahrscheinlich in Mitleidenschaft : 
gezogen waren, Arginase nachzuweisen ist; da es doch im Be- 4 
reich der Méglichkeit liegt, da beispielsweise eine Leber, die # 
durch ausgedehnte Karzinommetastasen veriindert ist, in ihrem a 
Fermentstoffwechsel alteriert, deshalb keine Arginase mehr : 
produziert, oder dafi das Ferment durch irgend ein toxisches a 
Produkt wenn auch nicht zerstért, so doch gestért, in seiner 
ganzen Intensitit nicht mehr wirksam ist oder iiberhaupt nicht 
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in Erscheinung tritt. Priifenswert schien mir weiter noch, a 
ob in Lebern, die durch grofe Karzinommetastasen stark durch- 4 
setzt waren, die Arginase eventuell aus den Leberzellen in be 
die Tumorzellen iibergehen kénnte, wobei allerdings die Er- a 
klirung, wie dies stattfindet, einige Schwierigkeiten bereiten & 
diirfte. Auf diese Frage werde ich unten noch zuriickkommen. 4 
~~ a 

') A. Clementi, Rendiconti della R. accademia dei Lincei Bd. XXII, q 


8.517 u. 612 (1914). 
*) S. Edlbacher, Diese Zeitschr, Bd. 95, Heft 2 und Bd. 100, Heft 2. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXIV. 8 
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Schlieflich untersuchte ich nochmals als Nachpriifung der 
Arbeiten von Clementi und Edlbacher die verschiedensten 
Organe auf ihren Arginasegehalt. Meine Versuche sind mit 
Ausnahme von zweien (Versuche mit Miusetumoren und Ver- 
such an phosphorvergifteten Fréschen) mit menschlichen Or- 
ganen angestellt. 

Zum Nachweis der Arginase benutzte ich die Formol- 
titration nach Sérensen’), nur bei einem Versuch — Unter- 
suchung der Galle auf Arginase — war diese Methode nicht 
angebracht, da die EKigenfarbe der Galle einen deutlichen Um- 
schlag nicht erkennen liefi; in diesem einen Falle wurde die 
Methode von van Slyke angewandt. Uber die Idee und Technik 
der Formoltitration nach Sérensen ist bei Edlbacher 
(Diese Zeitschr. Bd. 95) das Wesentliche gesagt; es eriibrigt 
sich, hier naher darauf einzugehen, da ich dieser Versuchs- 
anordnung gefolgt bin; nur soweit es zum Verstindnis der Ver- 
suche notwendig ist, werde ich darauf eingehen. Das zu den 
Versuchen verwandte Arginin war aus Arachis hypogaea ge- 
wonnen. 

Von den einzelnen Organen wurden kleine Stiicke, 5—10 g, 
in der Reibschale mit Quarz- oder Seesand zerrieben, dann 
Wasser zugesetzt und die Masse durch ein Koliertuch gegeben. 


Von dieser Suspension wurden 5 ccm in ein Erlenmeyer- . 


kélbchen gegeben, dazu 5 ccm 3°/oiges Arginin, in ein zweites 
Kélbchen als Kontrolle 5 ccm der auf Arginase zu unter- 
suchenden Suspension und 5 ccm Wasser; in beide Kélbchen 
etwa 1 ccm Toluol als Konservierungsmittel. Probe und Kon- 
trolle blieben nun gewoéhnlich 24 Stunden im Brutschrank 
stehen — langeres Stehen im Brutschrank ist in der unten 
angefiihrten Tabelle vermerkt — und wurden dann nach Ab- 
lauf dieser Zeit formoltitriert. Zur besseren Ubersicht will 
ich hier einen Versuch zahlenmaig anfihren. 

Meine Argininjésung wurde gegen Azolithminpapier neu- 
tralisiert, der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl] bestimmt, der 
Formolstickstoff nach Sérensen. 





') Sérensen, Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S. 85. 
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Kontrolle: Probe: 
10 com Wasser 10 ccm Argininlésung 
5 ccm Formol + Phenolphthalein 5 ccm Formol + Phenolphthalein 
22,8 26,20 
0,05 3,25 NaOH verbraucht 


— Kontrolle 0,05 
3,20 NaOH verbraucht. 





Als Beispiel sei irgend ein Versuch herausgegriffen. 


Kontrolle: Probe: 
5 ccm Lebersuspension 5 ccm Lebersuspension 
10 ccm Wasser 10 ccm Argininliésung 
1 ccm Toluol 1 cem Toluol 


24 Stunden im Brutschrank. 
5 ccm Formol-+ Phenolphthalein’ 5 ccm Formol + Phenolphthalein 


42.7 30,4 
1,2 7,4 
— Kontrolle 1,2 

6,2 NaOH verbraucht. 


Also 6,2 NaOH verbraucht gegeniiber 3,2 der Arginin- 
lésung. Hiatte ich zu dem Versuch 6,4 NaOH verbraucht, so 
wire das Arginin vollstindig (200°/o) abgebaut (Steigerung 
des formoltitrierbaren Stickstoffs auf das Doppelte) gewesen; 
in diesem Versuch fand eine Steigerung auf 193,7°/o statt. 
Arginase ist also vorhanden. 

Daf mein Arginin bei positivem Ausfall des Versuches nie- 
mals vollstindig (200°/o) abgebaut wurde und fast immer Werte 
unter 190°/o zeigte — Edlbachers Zahlen bei Anwesenheit 
der Arginase lagen meistens tiber 190°/o —, hingt jedenfalls 
mit der geringeren Reinheit meines Priparates zusammen. 

Ich gehe jetzt dazu iiber, die einzelnen Versuche zu 
besprechen. 

In der ersten Versuchsreihe untersuchte ich Lebern, die 
zwar makroskopisch und mikroskopisch keinen besonderen Be- 
fund boten, wobei aber bei Fall 1 und 2 eine ausgedehnte 
Phthise beider Lungen mit grofien Zerfallshéhlen vorhanden 
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war: ich wollte nachpriifen, ob die Arginase durch den Krank- 
heitsproze beeinflufit wurde. In beiden Fallen war Arginase 
vorhanden. 

Bei Fall 3 und 4 bestand eine sekundire Karzinose der 
Leber kleinknotig, diffus; auch hier, wo der Krankheitsprozefi 
in der Leber selbst saf$, war Arginase vorhanden. 

Von den beiden nichsten Fallen 5 und 6 ist ein Resultat 
besonders bemerkenswert. Es handelte sich bei beiden um 
groiknotige Metastasen in der Leber. Im gesunden Leber- 
gewebe wurde das Arginin in beiden Fallen abgebaut. Es 
wurden nun die kleinapfelgroien Metastasen aus dem Leber- 
gewebe herausprapariert und aus deren Mitte kleine Stiicke 
zur Untersuchung herausgeschnitten. Nun war im Fall 6 Ar- 
ginase nicht sicher vorhanden, es fand eine Steigerung auf 
116°/o statt, eine Zahl, die man wohl nicht als positiv be- 
zeichnen darf; dagegen war im Fall 5 eine Steigerung auf 
160°/o festzustellen, und zwar nach einem Zeitraum von 37 
Stunden; nach 24 Stunden — so lange lief} ich ja gewoéhnlich 
die Proben im Brutschrank stehen — war eine Steigerung auf 
141,5°/o zu verzeichnen. Daf} nun das Tumorgewebe einen 
Abbau des Arginins verursachte, ist wohl bemerkenswert. Die 
Frage, es kénnte noch restliches Lebergewebe in der Meta- 
stase vorhanden gewesen sein, das eben den Argininabbau ver- 
ursachte, méchte ich verneinen, denn das zur Untersuchung 
gebrauchte Stiick war peinlichst aus der Mitte der Metastase 
herausgeschnitten, sah makroskopisch schon vollstandig homo- 
gen aus (Tumorgewebe), und ein Schnitt, der mikroskopisch 
untersucht wurde, zeigte ebenfalls nur Karzinomzellen. Wie 
die Arginase in die Metastase gelangen konnte, ob durch Dif- 
fusion — wenn diese Méglichkeit iiberhaupt besteht, — ist 
mir nicht recht erklarlich. Von jedem Versuch stellte ich 
iibrigens 2 Proben an, so daf} ein Irrtum im Titrieren aus- 
geschlossen war. Leider war es mir nicht méglich, mehrere 
Fille wie 5 und 6 zu untersuchen, da ich kein geeignetes 
Material bekommen konnte. Wenn ich es dennoch gewagt 
habe, diese beiden Versuche, von denen der eine nur positiv, 
der andere nicht sicher negativ war, zu verdffentlichen, so tat 
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ich es nur deshalb, weil mir die Frage, ob die Metastasen der 
Leber wirklich Arginase enthalten, nachpriifenswert erscheint, 
denn sie kénnte fiir den Fermentstoffwechsel der Tumoren 
vielleicht neue Gesichtspunkte bringen. Bei Fall 5 untersuchte 
ich noch eine Metastase im Netz und fand keine Arginase. 

Der positive Befund in der Lebermetastase veranlafite 
mich auch, Tumoren auf ihren Arginasegehalt zu untersuchen, 
die von der Leber entfernt lagen. Zu diesem Versuch wurden 
Mause mit Impftumoren (Sarkomen) genommen. Der Befund 
an Arginase in den Tumoren war negativ. Dagegen baute 
die Leber dieser Tiere Arginin ab. 

Die nachste Reihe von Versuchen bezog sich auf Lebern 
von Kindern, die an alimentirer Intoxikation gestorben waren. 
In diesen Fallen war Arginase iiberall vorhanden. 

Auch in Lebern von menschlichen Féten konnte ich Ar- 
ginase nachweisen und damit die Befunde von Edlbacher’) 
bestatigen. 

Mangels geeigneten Materials konnte ich die Versuche auf 
andere pathologisch veriinderte menschliche Lebern nicht weiter 
ausdehnen. Kine Cirrhose, akute gelbe Leberatrophie oder 
Phosphorvergiftung standen mir nicht zur Verfiigung; letztere 
versuchte ich experimentell an Fréschen zu erzielen; die Le- 
bern, die feintropfig vollstindig verfettet waren, gaben doch 
positiven Befund an Arginase. 


Tabelle I. Lebersuspension. 








Diagnose Diesen een Arginase 
Stunden in °/o 
1, Phthisis pulmonum .. . 24 177,1 a 
2. Phthisis pulmonum .. . 24 184,6 — 
3. Carcinomatosis diff. hepatis 24 183,6 a 
4, Carcinomatosis diff. hepatis 24 177,1 a 











') Diese Zeitschr. Bd. 95, Heft 2. 
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Tabelle II. 












































Zeit im 
F 1N 
Diagnose Brutschrank a ieee Arginase 
Stunden in °/o 
5. Lebergewebe ohne Tumor- { 24 172,3 +. 
WE 6 oe ce OS 37 178,4 + 
5a. Lebermetastase ohne Leber- { 24 141 + 
one. 2 sp eS Oe 37 160 + 
5b. Carcinommetastase im Netz 24 110 — 
6. Lebergewebe ohne Tumor- 
masse . 24 180 + 
6a. Lebermetastase ohne Leber- 
gewebe oer 24 116 unsicher 
Tabelle III. Lebersuspension. 
_ Zeit im 
: F 1N 
Diagnose Brutschrank pias Arginase 
. Stunden in °/o 
7a. Alimentaire Intoxikation . 24 193,7 a 
7b. Alimentire Intoxikation . 24 168,7 + 
8. Fétus VI, normal . 24 172,3 ~ 
9a. Leberverfettung, Phosphor- 
vergiftung (Frosch) . 24 176,38 +. 
9b. Leberverfettung, Phosphor- 
vergiftung (Frosch). 24 183,1 + 
Tabelle IV. 
Organ Brutschrank Formol N Arginase 
Stunden in °/o 
Thyreoidea 24 100 -~ 
Nebenniere 24 100 oo 
Pankreas 24 106 -- 
Milz 24 104,6 — 
; 48 110,7 — 
Pi 120 110,7 _ 
Niere 24 104,6 — 
Impftumor Sarkom 24 110,7 — 
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Uber das Vorkommen der Arginase usw. 


Zusammenfassung. 


In den von mir untersuchten Organen fand ich Arginase 
nur in der Leber. 

Es wurde in einer Karzinommetastase der Leber Abbau 
des Arginins bis zu 160°/o festgestellt. 

Auch wenn die Leber erkrankt war, produzierte sie Ar- 
ginase (Karzinom der Leber, Phosphorvergiftung, alimentaire 
Intoxikation). 

Zum Schluf ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn 
Prof. Kossel und Herrn Dr. Edlbacher fir die mannig- 
fachen Anregungen und Unterstiitzungen bei der Arbeit herz- 
lich zu danken. 
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Zur Ursache der Wasseraufnahmefihigkeit tierischer Fette, 
insbesondere des Wollfettes. 


Von 


I. Lifschiitz in Hamburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Februar 1921.) 
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Durch die Entdeckung der Wasseraufnahmefahigkeit des 
Wollfettes durch Otto Braun’) war fiir mich das Reizvollste 
bei meinen Wollfettuntersuchungen die Ermittlung desjenigen 
Stoffes, der jener hervorstechenden und fast paradoxen Eigen- 
schaft zugrunde liegt. Eingeleitet waren diese Wollfettunter- 
suchungen von L. Darmstaedter und mir gegen 1895; die 
Resultate dieser Arbeiten hatten wir in 6 Abhandlungen in 
den ,Berichten**) niedergelegt. Solange uns der chemisch 
widerstandsfihigere und gut kristallisierende gesittigte Teil 
des aus tiberaus zahlreichen Bestandteilen zusammengesetzten 
Fettes beschiftigte, gelang es uns, eine stattliche Reihe teils 
aus anderen Fetten und Wachsarten her bekannter, teils neuer 
Fettsiiuren und Alkohole der Fettreihe zutage zu foérdern 
und deren chemisches Wesen priiparativ darzutun und analy- 
tisch zu begriinden. Es sind gut zu charakterisierende, hoch- 
schmelzbare, kristallinische Substanzen, die — mit einem be- 
weglichen Fettkérper, wie Vaselin u. dergl., verschmolzen — 
keine oder nur geringe Neigung zeigen, Wasser aufzunehmen. 
Somit war die weitere Nachforschung nach der hydrophilen 
Substanz auf den ungesittigten Anteil des Wollfettes zu 
richten. 


') Deutsches Patent Nr. 22516 vom 20. Oktober 1882. 
*) Siehe dieselben: Jahrginge 1896—1898. 
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Die Versuche, in das Wesen und die Ermittlung der Zu- 
sammensetzung dieses ungesittigten Teiles einzudringen, schei- 
terten jedoch an der hohen Empfindlichkeit der Substanzen 
chemischen Eingriffen gegeniiber, sowie — mit Ausnahme 
des Cholesterins und des Isocholesterins — an der amorphen 
Form und der leichten Léslichkeit ihrer Bestandteile in fast 
allen organischen Lésungsmitteln. Der mutmaflich un- 
gesittigte Teil der Fettsiiuren, die sogenannte ,dlige Saure“'), 
insofern sie sich tiberhaupt isolieren lief, zeigte sich gleich- 
falls als wasserfeindlich. 

War nun auch der gesamte saure T'eil aus diesen Unter- 
suchungen ausgeschaltet, so konnten nur die ungesittigten 
Verbindungen des alkoholischen (unverseifbaren) Teils die 
hydrophile Substanz enthalten. Nach Abscheidung der nur 
sehr mangelhaft hydrophilen gesiittigten Alkohole (z. B. des 
Ceryl- resp. Carnaubylalkohols) auch aus diesem Wollfetteil 
vermittels Auskristallisieren aus verdiinnter alkoholischer L6- 
sung, konnte nunmehr an seinem Rest, nach dessen Verschmel- 
zung mit Vaselin, eine starke Wasseraufnahmefihigkeit fest- 
gestellt werden. 

Daf} dieser Rest des Unverseifbaren kein einheitlicher 
K6rper war, war selbstverstiindlich; denn er enthielt ja noch 
fast das gesamte Cholesterin und Isocholesterin. Da letzteres 
in warmem Methylalkohol fast unléslich ist, so konnte es da- 
mit aus der Alkoholenmasse entfernt werden. Es ergab sich, 
daf} auch dieser ungesiittigte Alkohol so gut wie gar keine 
Hydrophilie besitzt. Nicht so einfach war die Abscheidung 
des Cholesterins aus dem nunmehrigen Rest des unverseifbaren 
Wollfettanteils. Dieser sonst so gut, rasch und schon kristalli- 


') Nach neuerer Bearbeitung dieses am tiefsten schmelzbaren (15 
bis 20° €.) Wollfettanteils, in dem man eine Oleinsiure anzunehmen pflegt, 
ist der vielfach gereinigte Kérper gar keine ungesittigte Verbindung. Denn 
er besitzt ein nur geringes Jodadditionsvermigen (Jodzahl 10—15, gegen- 
tiber der Oleinsiure mit der Jodzahl 90), das dem Spektrum seiner Cholestol- 
reaktion gemif, von kleinen Beimengungen einer Isocholesterinsaure her- 
riihren diirfte. Er gibt auch keine Oleinreaktion mit Chrom-Schwefelsiaure. 
(Vgl. Diese Zeitschr. Bd. 56, S. 447 u. 451 [1908] unten; und Bd. 110. 
S. 29—40 [1920].) 
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sierende Korper, der zudem in heifiem Alkohol ziemlich leicht, 
in kaltem dagegen schwer loslich ist, ist in Gegenwart der 
amorphen Wollfettalkohole auch in der Kalte leicht lés- 
lich; und was von ihm aus stark konzentrierten Lésungen sich 
ausscheidet, ist so wenig und das Wenige so schwer zu reinigen, 
daf} die mit ihm vorgenommenen Versuche zu einwandfreien 
Schliissen nicht berechtigten. Es mufte daher zu den Cho- 
lesterinpraparaten des Handels gegriffen werden, die — wenig- 
stens was die Kristallform betrifft — mit dem vielfach um- 
kristallisierten Cholesterin des Wollfettes identisch zu sein 
schienen. 


IT. 


Aber die Versuche mit reinem Cholesterin der bekannten 
Firma C. A. F, Kahlbaum, Berlin, stellten mich damals schon 
vor ein neues Ritsel. Dieser dufserlich reine K6rper, zu ver- 
schiedenen Zeiten bezogen, ergab namlich keine konstanten 
Werte. Zu 2°/o mit reinem Vaselin verschmolzen und mit 
Wasser verknetet, schwankten die maximalen Wasseraufnahme- 
fihigkeiten der verschiedenen Sendungen zwischen 50 und 
150°/, Wasser vom Gewicht der Fettmischung. Da aber die 
von dem gesittigten Teil und vom Isocholesterin befreiten 
Wollfettalkohole unter denselben Bedingungen bei der Fett- 
mischung eine Wasseraufnahmefahigkeit von 300 °/, und mehr 
Wasser hervorriefen, so konnte soweit mit einiger Sicherheit 
geschlossen werden, dafi das eigentliche Cholesterin nicht 
— zum mindesten aber nicht allein — die Ursache der starken 
. Wassergier“ des Wollfettes sein kann. 


Nach diesen Feststellungen reduzierte sich das Unter- 
suchungsgebiet fiir die in Rede stehende Frage auf den am 
leichtesten léslichen amorphen Teil der Wollfettalkohole. 


Um den kristallinischen Teil (Cholesterin) dieser Rest- 
alkohole méglichst volistiindig auszuschalten, wurde der nach 
dem oben angedeuteten Abscheiden der gesittigten Alkohole 
und des Isocholesterins verbliebene Rest durch wiederholte 
fraktionierte Fillungen aus alkoholischer Liésung mit Wasser 
und weitere Behandlung der letzten Fraktion mit Athylither 
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resp. mit Petrolither gereinigt'). Die so erhaltene letzte Frak- 
tion, die ich mit ,Fraktion II°* bezeichnete, war vollstandig 
amorph, zahe, stark klebrig und gelb-durchsichtig und besal 
in der Verschmelzung mit Vaselin eine sehr hohe Wasserauf- 
nahmefihigkeit. Es erschien daher aufier Zweifel, dafi hier 
der Traiger der Wassergier des Wollfettes vorliegen oder min- 
destens darin enthalten sein miisse. Um sich hieriiber Gewib- 
heit zu verschaffen, mufite zunichst der Frage der chemischen 
Natur dieser , FraktionII°*‘ nihergetreten werden. Daf hier 
etwa ein chemisch einheitlicher Koérper vorliegen kénnte, war 
von vornherein kaum anzunehmen. Hiergegen sprach auch die 
Tatsache, dafi aus dem Stoffe nach seiner Behandlung mit 
Benzanhydrid im geschlossenen Rohr unter Druck (nach E. 
Schulze) eine relativ betrichtliche Menge Cholesterin und 
Isocholesterin als Benzoate gewonnen werden konnte”). Indes 
konnte dies auch als Folge einer Abspaltung dieser Alkohole 
aus deren itherartigen Verbindung mit einem noch unbe- 
kannten hdheren Alkohol gedeutet werden*). Versuche, durch 
Oxydation der genannten ,,Fraktion I1°* mit Chromsiure in 
Kisessiglésung zu einer chemisch definierbaren Saure zu ge- 
langen, wie ich sie bei den gesadttigten Wollfettalkoholen mit 
Erfolg durchgefiihrt hatte, scheiterten an der obenerwihnten 
hohen Empfindlichkeit der Substanz gegeniiber solchen chemi- 
schen Eingriffen. Diese Versuche zeitigten indessen eine un- 
erwartete gliickliche Erfahrung, die mir bei der weiteren Er- 
forschung dieses problematischsten W ollfettanteils unschatzbare 
Dienste leistete und auch jetzt bei meinen Arbeiten auf dem 
(zebiete der Cholerinstoffe noch leistet. 
III. 

Die Mifberfolge, die mir die obigen Oxydationsversuche 
mit Chromsiure brachten, veranlaften mich nimlich, als Oxy- 
dationsmittel Salpeter-Schwefelsiure in Anwendung zu 
bringen. Als Lésungsmittel fiir die Substanz wurde — wie 
oben — Eisessig verwendet. Ich war nun bei dem vorsichtigen 


') Siehe die oben S. 108 zitierten Berichte. 
*) Daselbst Bd. 31, S. 1124 ff. (1898). 
3) Daselbst. 
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Zusatz der ersten kleinen Portion Salpeter-Schwefelsiiure zur 
Eisessiglésung bei gew6hnlicher Temperatur héchst iiberrascht, 
eine intensive und schéne Griinfirbung wahrzunehmen, die 
obendrein ein scharfes charakteristisches und gut gezeichnetes 
Absorptionsspektrum (im Rot des Spektrums) in Erscheinung 
treten lief}. Die Salpetersiure fir sich gab — bei der 
weiteren Verfolgung dieser Erscheinung — keine ausgespro- 
chene Farbung; wohl aber die konzentrierte Schwefelsiure. 
Wenige Milligramm der Substanz, in 2—3 ccm Kisessig ge- 
lost, gaben auf Zusatz von 8—10 Tropfen Schwefelsiure 
zunachst eine schone kirschrote Farbung (mit einem Absorp- 
tionsband im Gelb des Spektrums), die beim Stehen in ein 
echtes Sattgriin iiberging (mit einem starken und tief dunklen 
Streifen im Rot)'). Dieselbe Reaktion, mit reinem Cho- 
lesterin vorgenommen, fiel véllig negativ aus’). 

Die auffallende Ahnlichkeit dieser Essigschwefelsiure- 
reaktion der ,Fraktion IJ°“” mit der bekannten Acet- 
anhydrid-Schwefelsiurereaktion (Cholestolreaktion) des Chol- 
esterins lef} von vornherein annehmen, dab in dieser Fraktion 
ein Cholesterinderivat vorliegen miifite. Die Elementar- 
analysen des Stoffes zeigten, daf} er wesentlich sauerstoffhal- 
tiger ist als Cholesterin, was auf ein neutrales Oxydations- 
produkt des Cholesterins hindeutete. Die vielfachen jahre- 
langen Bemiihungen, ein chemisch einigermafjen einheitliches 
Produkt aus diesem Stoffe zu isolieren, blieben fortdauernd 
erfolglos. 

IV. 

Ohne das Wesen dieses Stoffes vorderhand aufzukliren, 
gab mir seine neue Essigschwefelsiurereaktion ein wertvolles 
Instrument in die Hand, das mir bei der Wertbestimmung des 
Wollfettes fiir pharmazeutische und kosmetische Zwecke vor- 
treffliche Dienste leistete. Seit 1895 war es mir nimlich be- 


‘) DaB bei der obigen ersten Erscheinung der Reaktion die Lésung 
sofort griin wurde, riihrte von der oxydativen Wirkung der Salpeter- 
siure her (siehe auch weiter unten S. 118, Anmerkung). 

2) Diese Reaktion veréffentlichte ich in der Deutsch. medizin. Wochen- 
schrift 1897 Nr. 27. 
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kannt, daf} die im Handel befindlichen gereinigten Wollfett- 
arten, wie Lanolin, Adeps lanae, Vellolin-Déhrn u. dergl., in 
ihrem Vermodgen, Wasser aufzunehmen, nie iibereinstimmten. 
Ja, selbst Priparate einer und derselben Fabrik zeigen Schwan- 
kungen, die zwischen 100 und 300 °/, lagen. Das Vellolin nahm 
iiberhaupt kein Wasser auf, trotz seiner starken Cholestol- 
reaktion (nach Liebermann), also seines erheblichen Chol- 
esteringehalts'). An der Hand der obigen neuen Essig- 
schwefelsiurereaktion konnte ich aber sehr bald feststellen, 
daf} die , Wassergier“ eines jeweiligen Wollfettpraiparats mit 
der Intensitiit jener Farbreaktion steigt und fallt. Sie wird 
= Null bei Wollfettarten (wie das Vellolin), wo diese Reaktion 
negativ ausfillt. Es dringte sich mir da der Gedanke auf, 
dai in dem auf Essigschwefelsiure in oben angedeu- 
tetem Sinne reagierenden Stoff, oder méglicherweise 
in einem steten, nicht leicht abzutrennenden Beglei- 
ter dieses Stoffes, der eigentliche Triger der Ur- 
sache der Wasseraufnahmefihigkeit des Wollfettes zu 
erblicken wire (1898). 

Im Laufe der Jahre hat es sich gezeigt, dai in diesem 
(gedanken, wie es ja dem Suchenden haufig begegnet?), Irr- 
tum und Wahrheit innig verwoben waren’). 


¥. 

Anhaltende Berufsangelegenheiten hielten mich lange Zeit 
fern von der weiteren Verfolgung des Problems, das ich erst 
gegen 1905 wieder aufnehmen konnte. Ich war da nimlich 
in die Lage gekommen, an einem unserer hervorragendsten 
Wollinstitute den chemischen und physikalischen Zustand und 
die Qualititen des Wollsekrets (Wollfettes) gleichsam am 
lebenden Vlies zu studieren, und zwar wiederum an der Hand 
jener Farb- und Spektralreaktion mit Essigschwefelsaure. 


1) Nebenbei, ein Beweis der geringen Hydrophilie des Cholesterins. 
2) Namentlich, wo es gilt, von einer Folge auf ihre Ursache zu 
schlieBen., 
3) Siehe weiter unten S. 119. 
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Betrachtet man einen noch zusammenhingenden Woll- 
haarstapel, wie er von der Schur kommt, so fallen an ihm 
folgende Higentiimlichkeiten auf: Die Wollhaare an den Wur- 
zeln sind hell, fast weif} mit nur schwacher gelblicher Nuance; 
sie fiihlen sich zwar fettig, aber nicht klebrig an und lassen 
sich voneinander leicht ablésen. Dagegen sind sie an den 
Spitzen dunkel- bis schwarzbraun, von hartem Griff, fiihlen 
sich pechartig klebrig an und sind meist zopfartig fest zu- 
sammenhiingend. Der Ubergang dieser beiden extremen Zu- 
stande ineinander ist keineswegs kontinuierlich, sondern — je 
nach der Dichte der Haare — mitunter fast scharf vonein- 
ander unterscheidbar, d. h. je nach der Art der Lage, wo die 
betreffenden Stellen der atmosphiarischen Einwirkung (der Luft, 
Feuchtigkeit und dem Licht) zuginglich oder davor geschiitzt 
sind. Am auffallendsten konnte ich dies beobachten an einem 
Stapel australischer (Merino-) Wolle, die ich auch zum Gegen- 
stand so mancher Untersuchung wihlte. Behufs Untersuchung 
der Fettarten dieser Wollart wurden die einzelnen Haarbiischel 
der Linge nach mit einer Schere in drei Teile geteilt, die 
Mittelstiicke, die immerhin etwas von den beiden Endstiicken 
gemischt enthielten, wurden unberiicksichtigt gelassen; die 
Haarspitzen und Haarwurzeln aber — jedes fiir sich — mit 
Ather erschépfend extrahiert. 

Nach der Beseitigung des Loésungsmittels blieben die 
Wollfettarten als klar geschmolzene dickfliissige Ole zuriick, 
die beim Erkalten zu festen Fetten von der bekannten zahen 
Wollfettkonsistenz erstarrten und ihrem Aussehen nach den 
geschilderten Wollhaaren vollkommen entsprachen. Das Fett 
der Haarwurzeln war von sehr heller gelblicher Farbe mit 
einem Stich ins Briunliche, es war sehr cholesterinreich, 
zeigte aber eine nur geringe Farbreaktion mit Essigsch wefel- 
siure und eine relativ mangelhafte Wasseraufnahmefihigkeit. 
Dagegen war das Spitzenfett von einem sehr dunkeln Ka- 
stanienbraun und wesentlich zaher und klebriger als das Wur- 
zelfett. Es zeigte auch einen geringeren Gehalt an 
kristallinischem Cholesterin und gab eine sehr inten- 
sive Essigschwefelsiurereaktion, die einen hohen Ge- 
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halt an der oben erérterten amorphen ,Fraktion II°* anzeigte. 
Demgemif} besafi es auch eine wesentlich héhere Hydrophilie. 
Diese Befunde liefien nunmehr kaum einen Zweifel zu 
iiber den Ursprung und die elementare Natur jener amorphen 
»Fraktion I[°“. Was oben vermutungsweise angedeutet wurde, 
konnte nunmehr mit einiger Sicherheit aus den obigen Be- 
funden geschlossen werden: daf} nimlich die letzte Fraktion 
der Wollfettalkohole, wenigstens ihr auf Essigschwefelsiure 
reagierender Teil, nichts anderes sei, als ein durch Oxydation 
aus dem kristallinischen Cholesterin hervorgegangener Ab- 
kémmling des letzteren. Lief} sich nun dieser K6rper aus 
jener Fraktion auf analytischem Wege in erkennbar einheit- 
licher Form nicht isolieren, so war es nunmehr denkbar, doch 
auf synthetischem Wege, d. h. durch direkte Oxydation des 
reinen Cholesterins, zu jenem seinem Derivat zu gelangen. 


VI. 


Dieser Gedankengang erfuhr schon durch den ersten Ver- 
such seine volle Bestitigung (1907). ,Beim Einwirken von 
verdiinnter Permanganatlésung (in starker Essigsiure) auf eine 
etwa 4°/oige Cholesterinldsung in Eisessig bei Wasserbad- 
temperatur“ entstand (nach dem Abfiltrieren des MnOcz) eine 
gelblich gefirbte Losung, die auf Zusatz von einigen Tropfen 
konzentrierter Schwefelsiure eine starke und schone kirsch- 
bis violettrote Fiirbung gab, die beim lingeren Stehen echt 
griin wurde und wihrend der Farbenwandlung die oben an- 
gedeuteten Spektralabsorptionen zeigte, wie die gereinigte 
,Fraktion II°* der Wollfettalkohole?). 

Dafi der auf Essigschwefelséure reagierende unverseifbare 
Kérper von alkoholischer Natur sein muf, war mir seit der 
Entdeckung dieser neuen Reaktion unzweifelhaft. Denn die- 
jenigen Wollfettpriparate, in denen dieser Kérper an die hoch- 
molekiilaren Fettsiiuren (offenbar als Ester) gebunden ist und 
die daher diese Reaktion nicht geben, reagieren nach ihrer 
bekannten Verseifung, und zwar in ihrem alkoholischen 


1) Vgl. Diese Zeitschr. Bd. 50, S. 487 (1907). 
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Teil, ausgesprochen scharf auf Essigschwefelsiure, wihrend 
reines Cholesterin bei der gleichen Behandlung mit Alkalien 
darauf in merklicher Weise nicht reagiert, so dais von einem 
etwaigen Entstehen des Koérpers bei der Verseifung gar keine 
Rede sein kann. Demnach und angesichts der obigen Befunde 
an den Fettarten der Merinowolle, hat man es in der 
»Kraktion I1°* offenbar mit einem alkoholartigen hydroxylierten 
Oxydationsprodukt des Cholesterins zu tun, also mit einem 
,Oxycholesterin*. Diese Bezeichnung sowie die ganze Auf- 
fassung von diesem Korper haben sich im Laufe der weiteren 
Untersuchungen vollauf bestitigt. 

Noch stand es freilich nicht fest, wieviel Hydroxyle in 
das Cholesterinmolekiil durch die Oxydation desselben ein- 
getreten sind, resp. welche raumliche Stellung diese (OH)- 
Gruppen im Molekiil einnehmen. Gelang es aber, diesen 
K6rper auf synthetischem Wege aus reinem Cholesterin her- 
zustellen und das so erhaltene ,Oxycholesterin* mit jenem 
der ,Fraktion If°* der Wollfettalkohole — wenigstens quali- 
tativ“ — zu identifizieren, so war nunmebr die Miihe berechtigt 
und geboten, der Aufkliirung seiner chemischen Natur mit 
besserem Erfolg als bisher niherzutreten, um alsdann am un- 
zweifelhaft einheitlichen Koérper sein Verhalten zu Wasser in 
dem in Rede stehenden Sinne zu priifen. Indes, so wertvoll 
das oben angedeutete Verfahren zur Oxydation des Choleste- 
rins mit Permanganat fiir den ersten Nachweis auch war, so 
war es doch urspriinglich als praparative Mafnahme zu un- 
sicher und mit so manchen Miingeln behaftet, um es fiir die 
Herstellung eines reinen und einheitlichen ,,Oxycholesterins‘“ 
zu gebrauchen. Es galt daher, nach anderweitigen, mehr Er- 
folg versprechenden Mitteln zu suchen, die sich auch bald ein- 
fanden. Als ausgezeichnet milde und doch nach Wunsch wirk- 
same Oxydationsmittel fiir das Cholesterin ergaben sich die 
organischen Peroxyde, vor allem das Benzoylsuperoxyd in Kis- 
essiglésung, oder — noch besser — in neutralen Loésungs- 
mitteln '). 


1) Siehe Berichte Bd. 41, S. 252 (1908) und Diese Zeitschr. Bd. 106, 
S. 286 (1919). 






































Zur Ursache der Wasseraufnahmefahigkeit tierischer Fette usw. 117 


VU. 


So standen die Ermittelungen gegen Mitte des vorigen 
Dezenniums, als ein weiterer Gedankengang zu interessanten 
neuen Befunden fiihrte, die diesen Untersuchungen einen neuen 
Reiz verliehen. Fiihrten mich auch diese neuen Befunde auf 
einen Nebenpfad, so kreuzte dieser keineswegs den alten, seit 
vielen Jahren eingeschlagenen Weg, sondern lief mit ,ihm in 
iiberraschend erginzender Weise parallel. Es ist dies die un- 
gemein reizvolle Aufgabe zur Erforschung des Schicksals 
— besser gesagt: des Chemismus — des Cholesterins in den 
tierischen Organen. Eine kurze Andeutung dieser Befunde 
modge hier ihren Platz finden. 

Die erwihnten Beobachtungen in den Fettarten der austra- 
lischen Merinowolle setzten, wie schon dort oben angedeutet, 
aufer Zweifel, daB wihrend des Wachstums der Wollhaare 
das darin enthaltene Schweififett mitsamt seinem Cholesterin 
unter dem Einfluf} von Licht, Luft und Wasser in Gegenwart 
von Kalisalzen einer starken Oxydation unterworfen sein muf}. 
Der fernere Befund der raschen Umwandlung des Cholesterins 
in seine Oxyverbindung durch Sauerstoff leicht abgebende 
Substanzen, wie Permanganat, namentlich aber durch Benzoyl- 
superoxyd, legte den friiher schon aufgetauchten Gedanken 
noch naher, da dieser Oxydationsprozef} auch in den inneren 
tierischen Organen und Geweben, vorziiglich aber im Blut, 
vor sich gehen miifite. Ist doch das Blut ein alkalisches Ge- 
webe und enthilt auch einen Sauerstoff (noch leichter als die 
obigen Substanzen) entlassenden Koérper: das Oxyhimoglobin. 
Kin Versuch mit vorsichtig eingetrocknetem Rinderblut und 
Extraktion des feingemahlenen Trockenblutes mit Ather ergab 
auch ein stark dunkelbraunes, den Stempel starker Oxydation 
tragendes Fett, das schon in rohem Zustande in Eisessig- 
lésung mit einigen Tropfen H,SO, eine sehr intensive, echt 
griine Lésung mit dem starken Absorptionsspektrum im Rot 
gab, wie es das Oxycholesterin, namentlich nach Zusatz von 
etwas Eisenchloridlésung zum Reaktionsgemisch, gibt. Nach 


der Verseifung des Fettes und Ausitherung des Saponifikates 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 9 





ect: 
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erhielt ich ein hellgelbes wachsartiges Unverseifbares, das 35 °/o 
vom Fett betrug und etwa 70°/o Cholesterin enthielt. We- 
nige Milligramme dieser Substanz in etwas Chloroform gelist 
und mit etwa dem doppelten Volumen Kisessig vermischt, gaben 
auf Zusatz von einigen Tropfen H,SO, die oben geschilderte 
Oxycholesterinreaktion, die mit Violettrot einsetzte und beim 
lingeren Stehen (oder auf Zusatz von einem Tropfen Eisen- 
chloridlésung auch sofort) intensiv und echt griin wurde’). 

Die Tragweite dieses Befundes fiir das Schicksal des 
Cholesterins in den tierischen Organen sowie fiir seine Be- 
deutung bei der Ernahrung des tierischen Organismus erschien 
klar genug, um einen neuen Ansporn abzugeben zur weiteren 
Verfolgung und Aufklarung der chemischen Natur die- 
ses neuen Cholesterinoxydates. 


Vill. 


Mit Benzoperoxyd, wie angedeutet, hergestellt und vom 
iiberschiissigen Peroxyd, Benzoesdure u. dergl.' getrennt, wurde 
der K6rper durch wiederholte fraktionierte Fillungen aus me- 
thylalkoholischer Loésung mit Wasser, wobei er in Lisung zu 
bleiben pflegt, so lange gereinigt, bis seine Essigschwefelsiure- 
Reaktion in ihrer Spektralintensitét rund 1: 50000 betrug. 
Da namlich das gesuchte Oxycholesterin amorph und harz- 
artig ist, Kristallform und scharfen Schmelzpunkt nicht besitzt 
und daher ein einwandfreies Merkmal seiner chemischen EKin- 
heitlichkeit nicht lieferte, so wurde hierfiir die minimale 
Spektralintensitét (Grenzspektrum) seiner Farbreak- 
tion als Konstante herangezogen. Als sehr brauchbares weiteres 
Hilfsmittel zum Zwecke der Reinigung dieses Oxykérpers 
diente mir seine Doppelverbindung mit Digitonin, die 
sehr schén kristallisiert und sich gut umkristallisieren abt. 
Zahlreiche Elementaranalysen des Oxyk6rpers und seines Digi- 
tonids sowie die spektrometrische (quantitative) Bestimmung der 
Oxycholesterinkomponente des letzteren fiihrten zur Formel 





1) Siehe Diese Zeitschr. Bd. 58, S. 142—144 ff. (1907). Die sofortige 
griine Farbe, die das rohe Fett gab, rihrte von seinem oxydierend wir- 
kenden Eisenoxydgehalt her. (Vgl. oben S. 112, Anmerkung 1.) 
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C,,H,,0,7}. Der K6rper hat also nur ein Sauerstoffatom 
mehr als das Cholesterin. Daf} dieses neue O-Atom einer 
alkoholartigen Hydroxylgruppe angehort, wurde unter anderem 
durch sein Di-benzoat erwiesen’). 


LX. 


Nunmehr war ich in die Lage gekommen, den einheitli- 
chen, auf Essigschwefelsiure scharf reagierenden Koérper auf 
sein Verhalten zu Wasser nach seiner Verschmelzung mit 
wasserfeindlichen Fetten einwandfrei zu priifen. Ich war dabei 
enttaéuscht, festzustellen, daf} die betreffenden Fettgemische 
eine nennenswerte Wasseraufnahmefihigkeit nicht 
zeigten. 

Da lag der Irrtum jenes Satzes klar zutage, wonach die 
, Wassergier“ des Wollfettes auf seinem Oxycholesteringehalt 
beruhen sollte*). Freilich blieb — trotz dieser Enttiuschung — 
die Tatsache bestehen: daf} diese Wassergier des Fettes mit 
der Intensitiét seiner Oxycholesterinreaktion steigt, fallt 
und mit ihr sogar ganz erlischt*). Dabei reifte aber auch jene 
weitere Annahme zur Gewifheit heran, dafi die gesuchte Sub- 
stanz zum mindesten ein steter, schwer abzutrennender Begleit- 
stoff des Oxycholesterins sein mu, der gleichzeitig mit dem 
letzteren aus dem Cholesterin durch Oxydation desselben ent- 
steht und mit ihm in ursachlichem Zusammenhang stehen 
mufi. Auf diese Weise wire die Erklirung gegeben, daf} die 
Oxycholesterinreaktion nur die Héhe der Oxydation des Chol- 
esterins anzeigt, durch die jener unbekannte hydrophile Kérper 
in gréBerer oder geringerer Menge entsteht, der nun beim 
Fett eine entsprechende Wasseraufnahmefihigkeit hervorruft. 

Die Bewahrheitung dieser Annahme lief} zwar lange auf 


') Siehe ,Berichte* -Bd. 47, S. 1453 ff. (1914), wo Herstellung, Reini- 
gung und Analysen dieses Kérpers verdffentlicht sind. 

*) Siehe Diese Zeitschr. Bd. 96, S. 342 ff. (1916). Neuerdings wurde 
auch die riumliche Stellung dieser OH-Gruppe im Molekiil eingehend er- 
értert. (Siehe daselbst Bd. 106, S. 271 ff. [1919].) 

5) Siehe oben S. 113. 

*) Daselbst. 
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sich warten. Sie ergab sich jedoch schlieSlich bei den wei- 
teren Untersuchungen iiber die Natur des Oxycholesterins. 


X. 

Gelegentlich meiner Untersuchungen iiber die Entstehung 
von Oxycholesterin bei der EKntbromung des Chol- 
esterin-dibromids mit Natriumacetat in wiafrigspirituéser 
Losung beobachtete ich nimlich wiederholt beim Behandeln des 
Reaktionsproduktes in methylalkoholischer Lésung — neben 
dem gelésten bromfreien amorphen Oxycholesterin — eine Ab- 
scheidung von mohnkornférmigen weifien Kristillchen, die, vom 
Oxyk6érper getrennt, beim mehrmaligen Umkristallisieren immer 
grofier und gliinzender werden. Bei diesen Reaktionsverhilt- 
nissen und diesem Ausgangsmaterial war nicht ohne weiteres 
anzunehmen, dafi} die Kristillchen regeneriertes eigentliches 
Cholesterin seien. Nahere aufmerksame Untersuchungen er- 
gaben bald, daf} hier ein in Kristallform, Léslichkeit, Schmelz- 
punkt usw. vom Cholesterin wesentlich abweichender Korper 
vorliegt, obschon er sonst iuferlich dem Cholesterin tiuschend 
ithnlich ist). 

Die Tatsache, daf} hier in iiberwiegender Menge Oxychol- 
esterin entstanden ist, was auf eine Art von Oxydationsprozef} 
hindeutete, lief} vermuten, daf} man zu diesem Korper auch 
durch direkte Oxydation des reinen Cholesterins gelangen 
koénnte. Der Versuch bestiitigte es: Nach dem Kochen einer 
2°/oigen Cholesterinlésung in 95°/oigem Spiritus mit der ent- 
sprechenden Menge Benzoperoxyd, bis eine isolierte Probe 
deutlich auf Oxycholesterin (mit Essigschwefelsiure) reagierte, 
konnte jener Cholesterinkérper leicht abgeschieden und mit 
dem obigen aus dem Dibromid erhaltenen Korper identifiziert 
werden’). 


') Die qualitativen und quantitativen Einzelheiten tiber die Ent- 
stehung und die Natur dieses Kérpers siehe Diese Zeitschr. Bd. 106, 
S. 284—287 (1919). 

*) Siehe daselbst, wo Herstellung und Reinigung dieses Kérpers ein- 
gehend beschrieben sind. 
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Fir diese offenbar neue Cholesterinart habe ich an der 
eben zitierten Stelle den Namen ,Metacholesterin* vor- 
geschlagen. 

Da ich nun diesen Ké6rper, den ich in derselben Form 
auch in den tierischen Organen und Geweben, namentlich im 
Blut neben Oxycholesterin beobachtet habe, ihn bislang nur 
mit Oxydationsmitteln aus dem eigentlichen Cholesterin 
habe herstellen kénnen, und er wohl auch im Blut durch 
Oxydation entsteht: so erinnerte mich unwillkiirlich diese Er- 
scheinung an den oxydativen Vorgang auf der Oberflaiche 
des Schafvlieses. Bekraftigt wurde diese Analogie durch den 
Habitus des Blutfettes, dessen Geruch, Aussehen und hoher 
(sehalt an wasserunléslichem Unverseifbaren dieses Fett dem 
Wollfett sehr ahnlich machen. Auferdem besitzt auch 
das Blutfett haufig eine sehr hohe Wasseraufnahme- 
fihigkeit. Alles dies veranlafjte mich, das kiinstlich aus 
reinem Cholesterin hergestellte , Metacholesterin‘ auf sein Ver- 
halten zu Wasser zu priifen. Die reinen Metacholesterinkristalle 
wurden zu diesem Ende zu 2°/o mit reinem Vaselin ver- 
schmolzen und mit Wasser in kleinen Portionen verrieben. Nach 
und nach konnten dann nicht weniger als 500 bis 600°/o 
Wasser dem Fettkoérper einverleibt werden. Ein parallel 
vorgenommener Versuch mit einem aus Eidotter stammenden 
Cholesterin ergab unter denselben Bedingungen eine Hydro- 
philie von nur 30°/o Wasser, die sich auch nach der weiteren 
Reinigung dieses Cholesterins nicht erhdhte. 

Zeigten sich die Unterschiede zwischen der neuen Chol- 
esterinform und dem eigentlichen Cholesterin in den entspre- 
chenden Kristallformen sowie in ihren Schmelzpunkten und 
in denen ihrer Acetate deutlich genug: so mufite der un- 
erwartete Sprung des neuen Korpers im Verhalten 
seiner Fettmischungen zu Wasser um das 20fache 
seine Verschiedenheit von Cholesterin aufer jeden 
ZAweifel setzen. 

Als schnell entscheidendes Merkmal des , Metacholesterins“ 
benutzte ich neben der Hydrophilie seine schéne und charak- 
teristische Kristallform, in der es sich aus Lésungen in 90- 
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bis 95°/oigem Alkohol ausscheidet. In starker mikroskopischer 
Vergroferung erscheinen die Kristalle als diinne groBe Schuppen 
mit oval (elliptisch) gebogenen Randern, im Gegensatz 
zu den bekannten Cholesterintafeln, die stets streng rhom- 
bische (geradlinige) Formen zeigen. 

Mit diesen beiden Merkmalen (Hydrophilie und Kristall- 
form) an der Hand untersuchte ich die Cholesterinarten ver- 
schiedener tierischer Organe und Gewebe. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sind in der Biochem. Zeitschrift (Bd. 83, 8. 18 ff.) 
niedergelegt. Drei dieser Befunde diirften hier von Interesse 
sein. So ergab das Eier6l fast durchweg rhombisches, also 
eigentliches Cholesterin; das Blutfett fast durchweg, minde- 
stens aber in weit iiberwiegender Menge, elliptisches , Meta- 
cholesterin“, wihrend das Gehirnfett beide Cholesterinarten 
zu etwa gleichen Teilen enthielt. Dementsprechend zeigten sich 
auch die Wasseraufnahmefihigkeiten dieser Cholesterinarten: 
Zu 2°/o mit Vaselin verschmolzen, nahm das Gemisch mit dem 
Kiercholesterin kaum 30 °/o Wasser auf; dagegen liefien sich 
dem Blutfettcholesteringemisch iiber 500 °/o und dem Hirn- 
cholesteringemisch 250—300°/o Wasser einverleiben. 

Durch diese Befunde liiftete sich zunichst das oben ge- 
schilderte Riitsel, wonach die zu verschiedenen Zeiten vom 
Handel bezogenen, anscheinend reine und einheitliche Chol- 
esterinpraparate, verschiedene, mitunter weit auseinanderlie- 
gende Zahlen ihres Vermégens, Wasser aufzunehmen, lieferten. 
Die endgiiltige Aufklirung ergab sich erst durch folgende Fest- 
stellungen: Im Friihjahr 1917 bezog ich von C, A. F. Kahl- 
baum, Berlin, wiederum ein Cholesterinpriparat und bat die 
Firma, mir die Herkunft der Sendung anzugeben. Es wurde 
mir auch bald darauf der Bescheid, daf{ der K6rper ,aus 
Tierhirnen hergestellt* sei. Er sah schneeweifi und grof- 
blatterig aus, zeigte aber einen vom eigentlichen Cholesterin ab- 
weichenden Schmelzpunkt. Zu 2°) mit reinem weifjen Va- 
selin verschmolzen, nahm er diesmal mit Leichtigkeit iiber 
300 °/o vom Gewicht der Schmelze an Wasser auf. Ein Er- 
gebnis. das ich vor etwa 15 Jahren an den verschiedenen 
Priparaten dieser Firma in dieser Hohe nie beobachtet hatte, 
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das aber mit meinen obigen Beobachtungen an Hirnchol- 
esterinen tibereinstimmte. 

Nun besafi ich zur selben Zeit ein Cholesterinpriparat 
von einer Lezithinfabrik, die Lezithin aus Hier6l herstellt, 
yon dem das Cholesterin als Abfallprodukt erhalten wird. Auch 
dieser Kérper sah sehr schén und rein aus. In obiger Weise 
mit Vaselin verschmolzen, nahm aber die Schmelze nur 30°/o 
Wasser auf, was wiederum meine oben erwaihnten Beobach- 
tungen bestiitigte. Nach dem wiederholten Umkristallisieren 
dieses Kérpers aus Alkohol lieferte er genau dasselbe Resultat. 
Wurde er aber nach dem oben zitierten Verfahren mit Oxy- 
dationsmitteln behandelt, so nahm er iiber 500 °/o Wasser auf. 
Die Kristalle waren dann aber nicht mehr rhombisch, son- 
dern elliptisch. Des Ratsels Lisung war also die, daf} das 
Kahlbaumsche Praparat (als Hirncholesterin) stark ,,meta- 
cholesterinhaltig*, wihrend das zweite Eierél-Cholesterin war 
und als solches fast reines eigentliches (rhombisches) Chol- 
esterin darstellte. 

Da nun, wie oben bereits angedeutet, unter gewissen phy- 
siologischen Bedingungen (vielleicht auf der Hohe des Ver- 
dauungsprozesses) das mikroskopische Bild des Blutcholesterins 
fast durchweg das des elliptischen Metacholesterins ist, d. h. daf 
das Blut unter den iibrigen Organen und Geweben das meiste 
davon enthilt, und das Cholesterin in diesem Gewebe fraglos 
starken oxydativen Einwirkungen unterliegt, so war die oben 
angedeutete Analogie dieses Oxydationsprozesses mit dem des 
Fettes auf der Oberfliche des Schafvlieses kaum noch von der 
Hand zu weisen. Es mufite demnach vielmehr einleuchten, 
dais durch diese oxydative Einwirkung das Cholesterin des 
Wollschweifies, bevor es in die Cholesterinoxydate iibergeht, 
teilweise in ,Metacholesterin* verwandelt wird, das der 
hohen ,Wassergier* des Wollfettes zugrunde liegt. 

Nunmehr fiel es mir nicht schwer, in den aus verschie- 
denen W ollfetten isolierten Cholesterinpriparaten mikroskopisch, 
neben rhombischem Cholesterin, mehr oder weniger vom ellip- 
tischen ,Metacholesterin* nachzuweisen, dessen Mengen auch 
die variierenden Wasseraufnahmefihigkeiten entsprachen. 
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Somit hat durch die Auffindung des Metachol- 
esterins und die Ermittelung seiner stark wasserbin- 
denden Eigenschaft auch die Ermittelung des Haupt- 
trdgers — wenn nicht gar des alleinigen Trigers — 
der Hydrophilie des Wollfettes ihren erhofften Ab- 
schluf gefunden. 

Freilich bleiben noch im amorphen Teil der Wollfett- 
alkohole — aufser dem nicht hydrophilen Oxycholesterin — 
noch manche unerforschte Substanzen, wie weitere neutrale 
Oxydate des Cholesterins und der Olsiure sowie Kohlenwasser- 
stoffe, die an der Hydrophilie des Wollfettes moéglicherweise 
beteiligt sein kénnten. Die Kohlenwasserstoffe betreffend, 
habe ich namentlich an Vaselinarten vor etwa 11 Jahren nach- 
gewiesen, daf} man durch Oxydation derselben mit Peroxyden 
auch bei ihnen eine erhebliche Wasseraufnahmefiahigkeit her- 
vorrufen kann'). Indes, soweit meine bisherige Erfahrung 
reicht, scheint dies selbst bei den Kohlenwasserstoffen des 
Wollfettes nicht der Fall zu sein. Fallt man nimlich aus der 
(letzten) stark hydrophilen ,, Fraktion I1¢* der Wollfettalkohole 
die Cholesterinstoffe mit Digitonin aus, so findet man im al- 
koholischen Filtrat — neben etwas Oxycholesterin — einen mit 
Digitonin nicht fallbaren Rest, der ja die Kohlenwasserstoffe 
und auch die iibrigen Nichtcholesterine usw. enthalten mui), 
der aber bei wasserfeindlichen Fetten keine nen- 
nenswerte Hydrophilie mehr hervorzurufen vermag. 


Schlusitze. 


1. Der eigentliche Traiger der Wasseraufnahmetihigkeit 
des Wollfettes ist weder in seinen neutralen Estern, noch — im 
gespaltenen Fett — in seinem sauren Teil anzutreffen; er ist 
nur in seinem unverseifbaren Teile enthalten. 

2. Aber auch in diesem alkoholartigen Teil sind weder 
die gesiittigten Alkohole (Ceryl- und Carnaubylalkohol) noch 
das eigentliche (rhombische) Cholesterin, noch das Oxychol- 
esterin als der eigentliche Grund der Wassergier des Woll- 
fettes anzusprechen. Dazu ist die Neigung dieser Korper, 


1) Vgl. die deutschen Patente Nr. 197662 und 205428. 
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bei wasserfeindlichen Fetten eine namhafte Hydrophilie her- 
vorzurufen, viel zu gering. Diese bewegt sich bei 2°/oiger 
Verschmelzung jener K6rper mit Vaselin nur zwischen 30 und 
40° > an Wasser vom Gewicht der Fettmischung. 

3. Als Haupttriger (wenn nicht gar als alleiniger Triger) 
der hohen ,,Wassergier“ des Wollfettes ist das sogenannte 
,Metacholesterin* zu betrachten. In 2°/iger Mischung des 
letzteren mit Vaselin betriigt die maximale Wasseraufnahme- 
fihigkeit der Mischung iiber 500°/o Wasser. 

Ausgeschlossen ist es freilich nicht, dafi in Gegenwart 
von ,,Metacholesterin* auch jene Kérper eine héhere Hydro- 
philie erlangen, als sie an und fiir sich besitzen. (Siehe Vaselin.) 

4. Die friiher schon von mir vertretene Anschauung, die 


ja auf experimentellen Feststellungen beruht, daf} nimlich die 


Intensitat der Essigschwefelsiiurereaktion, d.h. der Oxychol- 
esteringehalt eines Wollfettes als Mafistab fiir die Hohe seiner 
Wasseraufnahmefihigkeit dienen kénne, hat auch jetzt — wenn 
auch als indirektes Merkmal — ihre Giiltigkeit, obschon das 
Oxycholesterin fiir sich gar keine Hydrophilie besitzt, Denn 
das dieser Kigenschaft zugrunde liegende Metacholesterin ist 
im Wollfett fraglos aus eigentlichem Cholesterin durch einen 
Oxydationsvorgang entstanden, bei dem ja auch stets Oxy- 
cholesterin entsteht. Die vielfach im genannten Sinne ge- 
machte Erfahrung der Proportionalitiit der Oxycholesterin- 
reaktion mit der Hydrophilie des Wollfettes lait sich alsdann 
nur so erkliren, daB, je intensiver diese Farbreaktion ist, desto 
mehr Chance vorliegt fiir einen hoheren Gehalt des betreffenden 
Fettes am hydrophilen Metacholesterin, d. h. die Reaktion ist 
nur ein Gradmesser der gréfseren oder geringeren Hohe des 
Oxydationsprozesses, bei dem ja der hydrophile K6rper aus 
dem Cholesterin in gréferer oder kleinerer Menge _ hervor- 
zugehen pflegt. 

5. Da demnach die Essigschwefelsiurereaktion fiir 
die Wertbestimmung des Wollfettes (oder des Blutfettes) oder 
deren alkoholischen Teile fiir gewisse Zwecke von Bedeutung 
ist, so mége die Art und Weise ihrer sicheren Ausfiihrung 
hier ihren Platz finden: 
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30—40 mg des zu untersuchenden Fettes werden in ca. 
1 ccm Chloroform gelést, mit dem doppelten Volumen His- 
essig verdiinnt und mit 8—10 Tropfen konzentrierter Schwefel- 
sdure vermischt. Scheidet sich dabei etwas Fett aus, so wird 
noch etwas Chloroform zugesetzt, bis es wieder gelést ist. Die 
Lésung farbt sich bald gelb- bis blutrot und zeigt im Spektrum 
ein mehr oder minder stark dunkles Band im Gelb, das haufig 
von einer schwachen Linie im Rot begleitet ist. Setzt man 
dann einen Tropfen Eisenchloridlésung (in Eisessig) hinzu, so 
schligt die Farbe in ein echtes Griin um, das Spektralband 
im Gelb verschwindet und macht einem tief dunklen und starken 
Streifen im Rot Platz. Die Hoéhe der Farb- und Spektral- 
intensititen dieser Reaktion gibt dann ein gutes Merkmal fiir 
die Hohe der Wasseraufnahmefihigkeit des betreffenden Fett- 
praparates ab'). Ist das Reaktionsgemisch nicht ganz klar, 
so lafit es sich durch Zusatz von noch 2—3 Tropfen H,SO, 
in zwei Schichten trennen; die obere Schicht enthalt dann 
das farbige Reaktionsgemisch, das die klaren und gut gezeich- 
neten Absorptionsspektren in Erscheinung treten 1aBt, 

Simtliche Reagenzien sowie das zu untersuchende Objekt 
miissen wasserfrei sein. Die Reaktion ist dann farbenecht, 
empfindlich und zuverlissig. Ist der zu untersuchende Koérper 
wasserhaltig, so wird er auf dem Wasserbade unter Befeuch- 
tung mit Alkohol getrocknet und dann erst fiir die Anstellung 
der Reaktion verwendet. 

Hamburg, im August 1919. 


') Die quantitative Messung der Reaktionsintensititen siehe , Be- 
richte* Bd. 47, S. 1543 ff. (1914) und a. a. O. 
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Uber den Chloromfarbstoff’). 
Von 


A. Kossel und G@. Giese. 


Aus dem Institut fir Eiweifforschung, Stiftung Fritz Behringer, der Universitat 
Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Februar 1921.) 


Die eigentiimliche griine Farbe der als Chlorom bezeich- 
neten Geschwiilste hat von jeher das Interesse der Pathologen 
erregt, iiber die chemische Natur des Farbstoffs und seine Her- 
kunft findet man aber nur Vermutungen. Nach einigen Autoren 
(Littré und Robin, Waldstein) soll es sich um ein Um- 
wandlungsprodukt des Hiimoglobins handeln, nach anderen 
(v. Recklinghausen) um eine ,,Parenchymfarbe im Sinne 
Virchows*. Einige wiesen darauf hin, daf} in den Tumoren 
gefirbte Fettrépfchen oder Fettgranula vorkommen, und dem- 
gemif} wurde auch die Frage erdrtert, ob der Farbstoff nicht 
zu den Lipochromen zu rechnen sei. Nach Trevithik soll 
die Bildung des Farbstoffis durch ungewohnliche Verdauungs- 
vorginge bewirkt sein. Lang hat die Ansicht ausgesprochen, 
daf} eingedrungene Mikroorganismen an dem Zustandekommen 
der Farbung beteiligt sind. Alle Beobachter stimmen darin 
iiberein, daf} die griine Farbe an der Luft allmahlich ver- 
schwindet. Gegen Ammoniak ist sie bestandig, und sie kann 
nach Angaben einiger Autoren sogar durch dieses Reagens 
wieder hervorgerufen werden, wenn sie bereits verschwunden ist. 
Trevithik fand dieselbe Wirkung beim Wasserstoffperoxyd, und 


‘) Uber den Chloromfarbstoff‘ von Gertrud Giese. Inaug.-Diss. 
Heidelberg 1920. Mitgeteilt in der Sitzung des Naturhist.-medizinischen 
Vereins in Heidelberg (Mediz. Abteilung) am 2. November 1920. 
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man kann auch konservierte Priparate des Chloroms durch 
EKintauchen in dieses Reagens wieder griin machen’). 

Das Vorkommen des griinen Farbstoffs ist nicht auf diese 
(zeschwiilste beschrankt. Besonders ist auf die griine Farbung 
hingewiesen worden, die man zuweilen in den Lymphdriisen 
oder im Hiter bemerkt (Hansemann’), Askanazy’). 
Askanazy kommt zu dem Schluf, daf} der Chloromfarbstoff 
mit dem Farbstoff des griinen Eiters identisch ist. Alle Farbe- 
nuancen vom ,fast reinen (rau bis zum Graugriin, Griingrau 
und gelblichen Griin kommen sowohl beim Chlorom als auch 
beim Eiter vor. Dabei ist der Erreger der Eiterung von 
keinem Einflufi auf das Kolorit, von dem putriden Eiter, der 
nie deutlich griin gefunden wurde, und dem blauen Eiter ab- 
gesehen*. Sowohl beim Chlorom wie beim Eiter ist die Blei- 
chung durch den Luftsauerstoff zu beobachten. 

Alle diese Befunde konnten kaum eine Andeutung iiber 
das Wesen des Chloromfarbstoffs geben, und die Frage blieb 
bis jetzt wesentlich auf dem Standpunkt, welchen S altykow’*) 
im Jahre 1909 einnahm, als er meinte, man habe die Hofi- 
nung allmahlich aufgegeben, ,iiber dieses Phinomen jemals 
ins Klare zu kommen‘. — 

Unsere Untersuchungen betrafen im wesentlichen einen 
Fall, welcher unter der Diagnose ,subakute aleukimische lym- 
phatische Leukaémie“ in der inneren Klinik des hiesigen aka- 
demischen Krankenhauses behandelt war und im Oktober 1918 
zur Sektion kam. Herr Geheimrat Ernst hatte die Freund- 
lichkeit, uns die lebhaft griingefiirbten Organe zu einer che- 
mischen Untersuchung zu iibergeben. 

Der in der inneren Klinik aufgenommene Blutstatus hatte 
ergeben: Erythrocyten 800000, Leukocyten 6000, darunter 
97°/o Lymphocyten. Die Obduktion zeigte neben den bei der 
lymphatischen Chloromatose gewohnlich beobachteten Erschei- 


') Lancet 1903 II S. 5380. 

*) Verhandlungen der Deutsch. pathol. Ges, XIII, S. 241 (1909). 

5) Zieglers Beitriige z. pathol. Anatomie und allg. Pathol. Bd. 63, 
S. 55 (1916). 

*) Verhandlungen der Deutsch. pathol. Ges. XIII, 8. 241 (1909). 
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nungen besonders ausgebreitete chluromatése Infiltrationen in 
der Umgebung der Wirbelsiule (unter dem langen Riicken- 
muskel und unter dem Psoas), und diese letzteren dienten zu 
unseren Untersuchungen. 

Hierbei ergab sich sogleich eine Beobachtung, welche fiir 
die weitere Bearbeitung mafigebend wurde: es zeigte sich, dafi 
die an der Luft entfarbte Geschwulstmasse durch Schwefel- 
ammon wieder intensiv griin wird. Sie ist besonders deutlich, 
wenn das Gewebe vorher mit heifjem Alkohol erschépft und 
dann mit Ather getrocknet ist. Die gleiche Beobachtung 
machten wir bei einem zweiten Fall von Lymphochlorom, wel- 
cher Ende November 1920 im hiesigen pathologischen Institut 
zur Sektion kam. Auch hier wurden die Tumormassen, welche 
zunichst hellgriin gefiirbt waren, zerkleinert, mit siedendem 
Alkohol und sodann mit Ather extrahiert. Die getrocknete, 
nunmehr ganz weifie Masse farbte sich mit Schwefelammon 
sofort tief griin. Die alkalische Reaktion des Schwefelammons 
allein konnte diese Farbung nicht bewirkt haben, denn Am- 
moniak war ohne Wirkung — ebenso iibrigens auch Wasser- 
stoffperoxyd. Es wurde weiterhin im Hinblick auf die redu- 
zierende Wirkung des Schwefelammons eine Reihe von Reduk- 
t:ionsmitteln versucht, aber ohne daf} Griinfairbung eintrat. 

Nun ist die Griinfarbung durch Schwefelammon bekannt- 
lich eine Reaktion, welche zum Nachweis und zur annihernden 
Schatzung des Eisengehalts von tierischen Organen’), besonders 
aber zum mikroskopischen Nachweis dieses Metalls in Tier- 
und Pflanzenzellen benutzt worden ist*). Diese griinen Ver- 
bindungen, wie man sie z. B. durch Zusatz von Natriumsulfid 
zu Eisensalzen in sehr verdiinnter Lésung erhilt, sind in ihrer 
Beziehung zum schwarzen Ferrosulfid verschieden aufgefafit 
worden. De Koninck*) nimmt an, dafi die griine Substanz 

') Siehe Zalesky, Diese Zeitschr. Bd. 10, 8S. 479 (1886). ferner 
Hueck, Zieglers Beitrige zur pathol. Anatomie und zur allg. Pathologie 
Bd. 54, S. 200 (1912). : 

*) Zusammenfassende Ubersicht bis 1908: Macallum, Ergebnisse 
der Physiologie VII, S. 552. 

5) Referat im Chemischen Zentralblatt 1896, das Original war uns 
nicht zuginglich. 
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kolloidales Ferrosulfid ist, wahrend Konschegg und Mal- 
fatti') die Vermutung ausgesprochen haben, daf} es sich um 
einen Korper etwa von der Zusammensetzung eines sulfoeisen- 
sauren Alkalis handelt. 

In vielen eisenhaltigen Geweben scheint nach den An- 
gaben der Autoren die Schwefelammonreaktion langsam ein- 
zutreten, so daf z. B. Macallum fiir den mikroskopischen 
Nachweis die Vorschrift gibt, das Priparat wihrend einer Zeit, 
die zwischen einigen Tagen und einigen Wochen variiert, 
bei 60° zu halten*). Auch Hueck bemerkt, ,dafi das Eisen 
in einer Form liegen kann, in der es nur duferst langsam 
reagiert“ *), Derartige Beobachtungen haben bekanntlich zu 
der Annahme verschieden fester Bindungsformen des Eisens 
auch im blutfreien Gewebe gefiihrt, aus denen das Eisen los- 
gelést und in den reaktionsfahigen Zustand iibergefiihrt werden 
muff}, um nachweisbar zu werden. 

Im Gegensatz dazu beobachteten wir in den oben er- 
waihnten, durch den Luftsauerstoff gebleichten Priparaten des 
Chloromgewebes sofort eine tiefgriine Farbe, sobald nur das 
Schwefelammon das Gewebe durchtrinkte. Auch dies Ver- 
halten stimmt vollkommen mit unserer Annahme iiberein, nach 
welcher die Bleichung des Chloromfarbstoffs auf einer Um- 
wandlung des Ferrosulfids in seine Oxydationsprodukte beruht. 


Diese miissen als elektrolytisch dissoziierte Salze — etwa 
als Sulfate des Eisens — ohne Verzug mit Schwefelammon 
reagieren. 


Die Entstehung der Chloromfarbe setzt hiernach zwei 
Bedingungen voraus, die Anwesenheit einer gewissen Menge 
reaktionsfahigen Eisens und die Bildung von freien Schwefel- 
ionen. 

Welche von diesen Bedingungen ist die mafigebende? Ist 
etwa anzunehmen, dafi die Bildung der griinen Farbe mit dem 
Vorhandensein einer ungewohnlich grofen Menge reaktions- 
fahigen Eisens in Zusammenhang steht? Zur Entscheidung 





1) Zeitschr. f. analyt. Chemie Bd. 45, S, 747 (1906). 
*) Macallum l.c. S, 584. 
3) Hueck |. c. 8. 80. 


























Uber den Chloromfarbstoff. 131 


dieser Frage fiihrten wir eine Eisenbestimmung in der Tumor- 
masse aus. Hierbei mufite mit der Moéglichkeit eines Blut- 
gehalts der untersuchten Gewebsmasse gerechnet werden. 
Um den Fehler, der durch das Haimoglobineisen hervorgerufen 
werden konnte, auszuschalten, fiihren wir nicht die Analyse 
des ganzen T'umorgewebes, sondern der daraus gewonnenen 
Zellen an. Durch Ausbeuteln der mit Alkohol und Ather 
erschépften und trocknen zerkleinerten Gewebsmasse gelang es 
uns, bei dem ersten Fall von Chlorom eine weife mehlige 
Masse zu gewinnen, die offenbar aus den Tumorzellen bestand. 
Diese wurde bei 105° getrocknet und nach dem Verfahren von 
A. Neumann’) untersucht. Der Eisengehalt der benutzten 
Reagentien wurde besonders bestimmt und abgezogen. Hierbei 
ergaben sich folgende Zahlen: 

1. 1,06 g Substanz lieferten 1,6 mg Fe d. i. 0,15 °/o Fe. 

2. 0,80 g Substanz lieferten 1,01 mg Fe d. i. 0,125 °/o Fe. 

Vergleicht man diese Zahlen mit dem Eisengehalt nor- 
maler und pathologischer Organe, so sieht man, daf} sie wohl 
iiber dem Durchschnitt stehen, dali sie aber die héchsten ge- 
fundenen Prozentzahlen nicht erreichen. Der durchschnittliche 
Eisengehalt des am besten untersuchten Organs, der Leber, 
wird von Hueck auf 0,05 °/o des trocknen fettfreien Gewebes 
angegeben. Andererseits tand derselbe Analytiker bei perni- 
zidser Anaimie, Potatorium, Tuberkulose fiir die Leber Zahler., 
die bis 1,1 °/o der fettfreien Trockensubstanz hinaufgehen, und 
doch findet man bei diesen Zustiéinden nur in seltenen Fallen 
eine dem Chlorom entsprechende Griinfairbung. Sehr be- 
merkenswert ist ein Befund von Miescher?). Dieser stellte 
fest, daf} die mit Salzsiure extrahierten getrockneten Kopfe 
der Lachsspermien einen Eisengehalt von 0,12 °/o Fe, also eben- 
soviel wie die Chloromzellen, enthalten. 

Ks ist also méglich, daf} der Kisengehalt der Chloromzellen 
gegeniiber den nicht chloromatésen Lymphzellen itiberhaupt 
nicht erhdht ist und dafi die Bildung des griinen Schwefel- 


') Diese Zeitschr. Bd. 37, S. 120 (1902/03); Bd. 48, S. 33 (1904/05). 
*) Die histochemischen und physiologischen Arbeiten von Friedrich 
Miescher, Leipzig 1897, S. 407. 
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eisens nicht auf den hohen EHisengehalt, sondern auf die Ent- 
wicklung von Schwefelwasserstoff oder léslichen Sulfiden zuriick- 
zufiihren ist. 

Um so wichtiger wiirde es sein, iiber die Prozesse Aufkli- 
rung zu erhalten, welche zur Bildung von freien Schwefelionen 
in den Organen fiihren kénnen. Unter Umstinden kann eine 
solche Umsetzung schon durch weniger tiefgreifende Einwir- 
kungen, z. B. durch die Siedehitze allein, hervorgerufen werden. 
Dies tritt, wie Rubner') zuerst zeigte, beim hartgekochten 
Hiihnerei an der Grenze von Dotter und Eiweif} ein. Im Dotter 
ist das Kisen vorhanden (durch Schwefelammon nachweisbar), 
ein im Kiweif} vorhandener Proteinstoff soll den Schwefel liefern. 
Die hier entstehende Griinfirbung ist nach unserer Ansicht 
identisch mit der des Chloroms. 

Noch ein Vorgang, der durch die Untersuchungen von 
P. Ernst aufgeklirt worden ist, verdient als Analogon der 
Chloromfirbung Erwihnung: die Pseudomelanose. Der Farb- 
stoff ist auch hier Schwefeleisen. Ernst*) fand in Milz und 
Leber pseudomelanotische Flecken an Stellen von Bakterien- 
kolonien und stellte weiterhin fest, daf} der aus den betreffen- 
den Organen geziichtete Bazillus Eisensalze, welche der Ge- 
latine zugesetzt wurden, in schwarzes Ferrosulfid iiberfiihrte. 
Hier kénnen also Bakterien die Bildung des Schwefelwasser- 
stoffs vermitteln. So kommen wir zu dem Schluf, dafi das 
Endprodukt der chemischen Vorgiinge, welche sich bei ganz 
verschiedenartigen Erkrankungen, der Chloromatose und der 
Pseudomelanose, abspielen, im wesentlichen das gleiche ist 
— nur wird in dem einen Falle griines, in dem andern 
schwarzes Schwefeleisen gebildet. 


Heidelberg, Februar 1921. 





1 Rubner, Hygienische Rundschau Nr. 16 (1896), siehe auch C. 
K. Tinkler und M. C. Soar, Biochem. Journal XIV, 8. 114 (1920). 
2) Ernst, Virchows Archiv Bd. 152, S. 418 (1898). 
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Uber die Einwirkung von §-Naphtalinsulfochlorid 
auf Proteine. 
Von 


S. Edlbacher und Berthold Fachs. 


(Aus dem Institut fiir Eiweifforschung, Stiftung F. Behringer, der Universitat 
Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugezangen am 7. Marz 1921.) 


Die hier dargestellte Untersuchung bildet eine Fortsetzung 
von Versuchen, welche K. Hirayama’) im hiesigen Institute 
auf Anregung A. Kossels ausgefiihrt hat. 

Die Tatsache, daf} sich die verschiedenen Proteine bei 
der Methylierung ganz charakteristisch verhalten, was der 
eine von uns, E.”), in einer Reihe von Untersuchungen fest- 
gestellt hat, lief} es erwiinscht erscheinen, durch Vornahme 
anderer Substitutionen im Proteinmolekiil die gewonnenen 
Resultate miteinander zu vergleichen. 

Wir liefien B-Naphtalinsulfochlorid bei Gegenwart von 
Natronlauge auf verschiedene Proteine einwirken, wie das von 
E. Fischer und Abderhalden bei Aminosiuren und Pepti- 
den versucht worden ist. 

Das jeweilige Reaktionsprodukt wurde dann _beziiglich 
seines Stickstoff- und Schwefelgehaltes untersucht und auf 
diese Art auf die Zahl der eingetretenen Naphtalinsulfogruppen 
geschlossen. Die dadurch erhirteten ,,Sulfonierungszahlen“ 
lassen sich dann mit den bis jetzt schon ermittelten ,Formol- 


1) Hirayama, Diese Zeitschr. Bd. 59, S. 285 (1909). 
2) Edlbacher, Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 52 (1919); Bd. 108, S. 287 
(1919); Bd. 112, S. 80 (1920); dort auch die friihere Literatur. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 10 
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zahlen* und ,N-Methylzahlen* direkt vergleichen und bilden 
neue Charakterisierungsmerkmale der einzelnen Proteinstoffe. 
Es sei an dieser Stelle auch auf die Arbeiten von Blum und 
Strauf') und Strauf und Griitzner*) hingewiesen, die die 
verschiedenen Proteine jodiert haben. Es ist nur zu _ hoffen, 
das auch die Resultate dieser Untersuchungen sich bald mit 
den anderen Tatsachen zu einem einheitlichen Bilde fiigen 
lassen werden. 

Bevor wir auf die Ergebnisse eingehen, sei kurz die Me- 
thodik der Untersuchung geschildert. Die Sulfonierung der 
Protamine wurde genau so vorgenommen, wie sie Hirayama 
(I. c.) ausgefiihrt hat. Die anderen Eiweifkérper wurden wie 
folgend behandelt: Je 5 g des Proteins wurden in 200 cm® 
Wasser und 20 cm® Normal-Natronlauge gelést, und dann 
bei Zimmertemperatur mit einer Lésung von 5 g $-Naphtalin- 
sulfochlorid in 100 em* Ather je 2 Stunden auf der Maschine 
geschiittelt. Nach dieser Zeit wurde das Gemisch im Scheide- 
trichter vom Ather getrennt und obendrein zweimal mit 
Ather ausgeschiittelt, um alles suspendierte Sulfochlorid zu 
entfernen. Dann wurde mit verd. Essigsiure schwach ange- 
siuert, wobei das sulfonierte Protein ausfiel. Es wurde ab- 
filtriert und sehr gut mit Wasser und Ather gewaschen. Nun 
noch einigemale in der Reibschale mit Wasser und abwech- 
selnd mit Ather durchgeknetet, wie dies Hirayama (I. ¢.) 
angibt. Beim Casein und Thymushiston wurde iiberdies noch 
am Wasserbade mit Alkohol digeriert, wodurch das Reaktions- 
produkt eine pulverize Konsistenz annahm. Dann wurde im 
Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet und der Stickstoff 
nach Kjeldahl, der Schwefel nach Asboth bestimmt; bei 
den drei Protaminen wurde wegen der Kostbarkeit des Ma- 
terials die Preglsche*) Mikromethode nach Dumas _ und 
Pregl-Schwinger in Anwendung gebracht. 

Die substituierten Proteine stellten nach dem Trocknen 
schwach gelblich gefiarbte Pulver dar. 





1) Blum und StrauB, Diese Zeitschr. Bd. 112, S. 111 (1921). 
2) StrauB und Griitzner, Diese Zeitschr. Bd, 112, S. 167 (1921). 
5) F, Pregl, Die quantitative org. Mikroanalyse, Berlin 1917. 
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Wir verzichten auf Wiedergabe des gesamten Zahlen- 
materials und bemerken nur, daf} alle Bestimmungen durch 
mehrmalige Kontrollen sichergestellt sind, welche Konstanz 
der Resultate fiir die Genauigkeit der Methode spricht. Eine 
Reinigung durch Umfallen wollten wir vermeiden, um _ nicht 
durch lingere Alkaliwirkung sekundiére Verainderungen herbei- 
zufiihren. 




















Tabelle I. 

Es entfallen 

Naphtalin- 

Protein Gef. Yo N. | Gef. %/o S. Be inns 

auf je LUO N 
5, ee ROO w® ss 17,35 6,35 16,1 
a 15,08 6,22 18,0 
OO” 17,63 6,47 16,0 
4. Thymushiston . . .. . 9,42 3,84 15,1 
5. Gelatine . ...... 11,60 4,07 13,5 
ee ee ee 11,27 3,71 11,7 
“ae le ee 8,10 2,60 9,2 


Die Verhaltniszahlen wurden auf die Art berechnet, dal 
von den gefundenen Prozenten Schwefel jedesmal der Prozent- 
gehalt der unverianderten Proteine an Schwefel abgezogen 
wurde. Demnach bei den drei Protaminen — °/o, beim Histon 
0,6 °/o, bei der Gelatine 0,5 °/o, beim Casein 0,7 °/o, beim 
Edestin 0,9 “/o. 

Betrachtet man die Sulfonierungszahlen im letzten Stabe 
der Tabelle, so ergibt sich bei den stark basischen Protaminen 
und beim Histon eine relativ héhere Zahl als bei den tibrigen 
Proteinen. 

Die Unterschiede, die sich ergeben, sind aber merkwiir- 
dig geringfiigig. 

Dies tritt um so mehr hervor, wenn man die ermittelten 
Zahlen mit den stark schwankenden Formol- und N-Methyl- 
zahlen vergleicht. 
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Tabelle II. 

. 7 N-Methyl- | °/o Lysin N 

Protein S-Zahl Formol-Zahl Zahl a desta 
Clupein . . . 16,1 — 24,0 _— 
Salmin ... 18,0 — 9,0 — 
es age 16,0 8,6 24,0 8,4 
Thymushiston . 15,1 19,5 22.6 8,0 
Gelatine . . . 13,5 3,4 15 3,2 
Casein... 11,7 5,0. 16 9,3 
Edestin Sa 9,2 3,3 15 2,0 














Wahrend in einigen Fallen zwischen dem Lysingehalt 
und der Formoltitrierbarkeit, bzw. der Methylierbarkeit eine 
gewisse Ubereinstimmung besteht, worauf K. Felix 1) hinweist, 
und was friiher schon A. Kossel und Gawrilow und van 
Slyke annahmen, scheint der Lysingehalt auf die Fa- 
higkeit der Proteine, sich mit $-Naphtalinsulfo- 
chlorid zu vereinigen, ohne Einflu® zu sein. 

Die sowohl bei Formoltitrierung wie bei N-Me- 
thylierung sich so verschieden verhaltenden Prot- 
amine geben fast annahernd die gleiche S-Zahl. 

Da wir gezwungen sind anzunehmen, da der gesamte 
chemische Zustand eines Proteins in fester Beziehung zu seiner 
biologischen Funktion steht, glauben wir durch derartige 
Substitutionsregelmafigkeiten Aufschliisse in dieser Richtung 
gewinnen zu kénnen. Aufierdem bieten aber derartige Sub- 
stitutionszahlen viel exaktere individuelle Charakteristiken 
der einzelnen Proteine, als die rein dufserlichen Fallungs- 
und Léslichkeitsverhaltnisse. 

Herrn Professor A. Kossel statten wir an dieser Stelle 
unsern Dank fiir seine freundl. Unterstiitzung ab. 


} K. Felix, Diese Zeitschr. Bd. 110, S. 217 (1920). 
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Uber die Regeneration inaktivierter Saccharase durch Dialyse. 
Von 
Hans y. Euler und Olof Svanberg. 
Mit 1 Abbildung. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Februar 1921.) 


In friiheren Mitteilungen wurde gezeigt, daf} die Inakti- 
vierung der Saccharase durch Schwermetallsalze und durch 
organische Basen auf der nach dem Massenwirkungsgesetz 
stéchiometrisch und reversibel verlaufenden Bildung von Ver- 
bindungen zwischen Enzym und ,Gift* zuriickgefiihrt werden 
kann. 

Was die Reversibilitit betrifft, so kann nach der Inakti- 
vierung der Saccharase mit Silber- und Quecksilbersalzen die 
quantitative Regeneration der Enzymwirkung einfach durch 
Kinleiten von Schwefelwasserstoff in die Enzymlésung leicht 
durchgefiihrt werden’). 

Die Inaktivierung der Saccharase durch aromatische Basen, 
speziell Anilin, haben wir versucht dadurch riickgingig zu 
machen, daf} wir andere Aldehyde oder Ketone — speziell 
wurden Benzaldehyd und Aceton verwendet — zu der ver- 
gifteten Lésung zusetzten, in der Absicht, dadurch das Anilin 
an diese Stoffe, welche vorzugsweise Anhydrobasen liefern, zu 
binden und so das Enzym wieder in Freiheit zu, setzen ). 
Dabei wurde auch tatsichlich eine teilweise Entgiftung erzielt, 
wenn ein Uberschuf von Benzaldehyd oder Aceton zugesetzt 
wurde; in quantitativer Hinsicht war aber die Wiederherstellung 
der Aktivitit unvollstindig. 


1) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, 8. 330 (1920). 
*) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, S. 29 (1920). 
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Eine priparative Bedeutung schien demnach dem Anhydro- 
Saccharase-Anilin und seinen Homologen nicht zukommen zu 
kénnen (I. c. 8. 40 u. ff.). 

Der Weg, den wir hier eingeschlagen haben, um die 
Saccharase von ihren Giftstoffen zu trennen, hat bereits bei 
den ersten Versuchen die Moéglichkeit zur quantitativen Zuriick- 
gewinnung dieses Enzyms nach seiner Vergiftung selbst mit 
einem grofen Uberschuf an Anilin gesichert. Er besteht 
einfach in einer Dialyse der Mischung Enzym+Gift in ge- 
schlossenen Kollodiummembranen, und ist offenbar von all- 
gemeinerer Anwendbarkeit als die von uns friiher in Betracht 
gezogenen Methoden. Da das Enzym die Kollodiummembranen 
nicht durchdringt'), setzt diese Methode, die ja friiher vielfach 
benutzt worden ist, um Enzympriparate von niedrigmolekularen 
Substanzen zu reinigen, nur voraus, daf der Giftstoff in Wasser 
einigermafen schnell diffundiert. 


Versuche mit Silbernitrat und Quecksilberchlorid. 


Die vollstindige Reversibilitét der Saccharasevergiftung 
durch diese beiden Salze ist zwar friiher nachgewiesen*) worden, 
sie wurden aber deshalb hier zuerst in Betracht gezogen, weil 
ihre Diffusionstihigkeit versprach, besonders geeignete Bei- 
spiele der hier eingeschlagenen Methodik zu liefern. 

Bei dem Studium dieser beiden Stoffe miissen wir uns 
indessen hier einen Effekt vergegenwartigen, welcher das quan- 
titative Erforschen der Metallvergiftungen erheblich kompli- 
ziert und, wenn nicht geniigend beriicksichtigt, eine recht weit- 
gehende, tatsichlich nicht eintretende Entgiftung durch Dia- 
lyse vortiuschen kann — die Selbstregeneration des Enzyms 
nach Metallvergiftung*) *). Es wurden hier deshalb immer 
gleichzeitig zwei vollstiindig gleiche Versuchsreihen angesetazt, 
von denen die eine dem Studium der Diffusionsregeneration, 


‘) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 110, 8. 175 (1920). 

2) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, S. 337 u. 358 
(1920). 

3) Euler und Svanberg, Arkiv fér Kemi etc. Bd. 7, No. 27 (1920). 
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die andere dem Studium des Selbstregenerations - Effektes 
diente. | 

Das Saccharasepriiparat war die in einer vorhergehenden 
Mitteilung') beschriebene Lésung 3DD1. Diese Lésung ist, 
was den Saccharasegehalt betrifft, dadurch definiert, daB 1 ccm 
in 60 ccm 8 °/o iger Rohrzuckerlésung mit 0,4 g saurem Kalium- 
phosphat die monomolekulare Inversionskonstante 356.10~‘ 
bei 18° hervorruft (Beilage 1). 

Je 1 ccm dieser Enzymlésung und 1 ccm einer Silber- 
nitratlésung, welche pro ccm 2,05 mg AgNO, enthielt, wurde 
teils in drei Glasréhren, teils in drei Dialysierschliuchen aus 
Kollodium vermischt und mit 10 ccm destillierten Wassers ver- 
diinnt. Die Schliiuche wurden, nachdem sie in einfachster, 
friiher beschriebener Weise *) luftdicht verschlossen worden 
waren, in destilliertes Wasser, das von Tag zu Tag erneut 
wurde, eingehingt. Nach unseren friiheren Messungen iiber- 
steigt die zur Anwendung gekommene Silbernitratmenge die 
zur ,VvoOlligen* Vergiftung des Enzyms erforderliche mit etwa 
dem zwanzigfachen Werte. Auch konnte bei der zurzeit t= 0 
ausgefiihrten Inversionsprobe keine Inversion festgestellt wer- 
den. Von Zeit zu Zeit wurde nun eine der Dialysemembranen 
aufgeschnitten, der Inhalt untersucht und gleichzeitig mit einer 
der zum Studium des Regenerationseffektes angesetzten Proben 
ein Inversionsversuch ausgefiihrt, wobei immer in der von uns 
friiher beschriebenen Weise gearbeitet wurde*). Bei den Silber- 
nitratversuchen wurde die richtige Aziditét durch 10 ccm 
1: 1000 n. Salpetersiure eingestellt. Dabei zeigte es sich, 
da bei dem zur Untersuchung gebrachten groSen Uberschui 
an Silbernitrat innerhalb der Versuchszeit, welche hier in Be- 
tracht kommt, keine Selbstregeneration des Enzyms zum Vor- 
schein kommt. 


1) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 112, S, 282 (1921). 
*) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 110, 8. 175 (1920). 
3) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, S. 332 (1920). 
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Tabelle I. Versuche mit Silbernitrat. 














Selbst-Regenerationseffekt Dialyse 

Tage a der | somenes ae es ‘ 
Peat s 26.) bowl oo 

Beilage | Beilage | 

| | | 
0, ohne Gift 1 | 856 | 100 1 = 856 100 

Mit AgNO, | 
0 2 0 | 0 2 | 0 0 
2 3 0 | 0 6 _ 130 37 
3 4 0 0 7 | 201 57 
4 5 0}; oO 8 | 239 67 











Die Regeneration des Enzyms durch die Dialyse geht aus 
den in Tabelle I zusammengefafiten Versuchsdaten deutlich 
hervor. Nach 4tiigiger Dialyse ist der gréBte Teil der Enzym- 
wirkung wieder hergestellt. 


Tabelle II. Versuche mit Quecksilberchlorid. 














Selbst-Regenerationseffekt Dialyse 
Tage , : ) ‘ ie deasoale . . = 
Mroder |. 49: | pak | OO | e200 led k 
Beilage | Beilage 
0, ohne Gift 1 | 356 | 100 1 | 856 | 100 
| 
Mit Hg Cl, | | 
0 9 | 0 | 0 g 0 0 
1 » |} 8] *® 8 | 2] 6 
2 a a 14 83 9 
3 yo 0 | 0 5 | 40) ll 








Bei den Versuchen mit Quecksilberchlorid wurde genau 
wie bei den Versuchen mit Silbernitrat verfahren. Die Lésung 
des Giftes enthielt pro ccm 2,06 mg. Die Dialyse wurde 
gegen fliefendes Leitungswasser ausgefiihrt. Bei diesen Ver- 
suchen ist, wie aus der Tabelle IJ hervorgeht, die Regenera- 
tion auch sehr deutlich, bleibt aber, was den zeitlichen Ver- 
lauf betrifft, weit hinter der Regeneration nach der Silber- 
vergiftung zuriick. Nach drei Tagen konnte eine Inversions- 
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fahigkeit von nur 11 °/o der urspriinglichen nachgewiesen werden. 
Die Verhiltnisse sind hier ebensowenig wie bei den Versuchen 
mit Silbernitrat bei Anwendung dieser Giftmenge und einer 
Diffusionszeit von drei Tagen von dem Hintreten des Selbst- 
Regenerationseffektes getriibt. 


Versuche zur Isolierung von Saccharase als Schwermetallsalz. 


Schon friiher haben wir im Anschluf an unsere Versuche, 
die Konzentrationsbedingungen fiir das Eintreten der Vergif- 
tung der Saccharase durch Silber- und Quecksilbersalze klar- 
zulegen, versucht, in unseren eiweififreien Saccharaselésungen 
bei Zusatz gréferer Uberschiisse dieser Gifte eventuell ein- 
tretende Fallungen zu beobachten '). 

Eine 10~-° norm. AgNO,-Lésung entspricht bereits einem 
10fachen Uberschu®8 von Ag-Ion iiber die Konzentration der 
maximalen Vergiftung. Es wurde aber in keinem Fall eine 
Erscheinung beobachtet, die auf die Ausfillung von Saccha- 
rase gedeutet hiitte. Es trat auch keine Fallung ein, als 
gleiche Raumteile unserer kraftigsten Enzymlésung (If= 6) 
mit 1 norm. Silbernitratldsungen gemischt wurden. Ebenso- 
wenig scheint die Empfindlichkeit der Lésung gegen den Zu- 
satz der Schwermetallsalze durch Zusatz von Alkohol ver- 
andert zu werden; in simtlichen Lésungen trat Niederschlags- 
bildung erst nach Zusatz der fiir die Fallung des Hefengummis 
erforderlichen Alkoholmenge von 30—40 °/o ein. 

Ebensowenig Erfolg hatten unsere Versuche, die Saccha- 
rase an Quecksilberoxyd bezw. an sehr fein verteiltes Silber 
zu adsorbieren, um das Enzym spiter, nach der so bewirkten 
Befreiung von Hefengummi mittels Schwefelwasserstoff in Frei- 
heit zu setzen. Bei Anwendung frisch ausgefillten und durch 
Dekantieren sorgfiltig gereinigten Quecksilberoxyds ist es uns 
allerdings gelungen — es wurden 5 g HgO auf 40 ccm unserer 
Lésung 3 F aD 2,2 benutzt — 61,8 °/o der Inversionsfihigkeit 
zu adsorbieren; da aber die Regeneration des Enzyms beim 


1) Vgl. hierzu Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, 
S. 330 (1920) und Bd, 4, S. 142 (1920). 
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ersten Versuch nur mit einer Ausbeute von 5 /o der urspriing- 
lichen Aktivitét gelungen war, so wurden diese Versuche einst- 
weilen abgebrochen. 

Adsorptionsversuche mit Silberpulver liefien eine sehr ge- 
ringe Neigung des angewandten Priaparates zur Adsorption 
erkennen; nach dem Abfiltrieren des Silbers und Einleiten 
von H,S konnten im Filtrat iiber 90 °/o der urspriinglichen 
Saccharasemenge wieder nachgewiesen werden. 

Das Verhalten unserer Saccharaselésungen wurde mit dem 
gleichen Ziel auch gegeniiber Bleinitrat, Uranylnitrat und Cer- 
sulfat untersucht. Durch Uranylnitrat (4°/o) wurde die Sac- 
charase allerdings vollstindig gefallt, es ist aber bis jetzt noch 
nicht gelungen, die Enzymwirkung aus den Niederschligen zu 
regenerieren. 

Bei Zusatz von 0,3—0,6% igen Cersulfatlésungen ent- 
standen Triibungen, wobei gleichzeitig ein geringerer Bruch- 
teil der Saccharase mitgefallt wurde. 

Auch Bleinitrat verhielt sich ahnlich. Die folgende Figur 
zeigt die Konzentrationsfunktion dieser Fillung. 


Versuche mit der Saccharaselésung 3H. 


g Cersulfat in 100 ccm Rel, Aktivitaét des Filtrats 
0 100 
0,078 100 
0,149 97,5 
0,205 91,5 
0,266 83 
0,324 74 
0,378 65 
0,429 63 
1,30 (Cernitrat) 36 
g Bleinitrat in 100 ccm Rel. Aktivitaét des Filtrats 
0 100 
0,22 100 
0,40 93 
0,58 93 
0,75 79 


0,91 80 
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g Salz in 100 ccm. 
o Cersulfat. x Bleinitrat. 


Versuche mit Anilin. 


Je 1 ccm der Saccharaselisung (3DD1) wurde mit 
10 ccm einer 1°/oigen Anilinlésung vermischt und in flieSen- 
dem Leitungswasser in geschlossene Kollodiumschlauche dia- 
lysiert. Diese Anilinmenge ist grof} genug, die Inversions- 
fihigkeit vollstindig zu unterdriicken (vgl. Beilage 17 und 
Fermentforschung, Bd. 4, S. 35 ff. [1920]). Eine Selbst- 
regeneration der Saccharase nach der Vergiftung mit Anilin 
brauchen wir nach unseren friiheren Versuchen nicht zu be- 
riicksichtigen (1. c. S. 39—40). 


Tabelle Ill. Versuche mit Anilin. 








Dialysezeit, | Nr. der k-10°| Rel. k 
Tage Beilage “19 sa 
0, ohne Gift 16 385 100 
Mit Anilin 
0 17 0 0 
2 18 361 94 
2'/s 19 340 88 
2"/ 20 359 93 
3 21 347 90 
3 22 384 100 
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Wir finden also als Mittel dieser Versuche 93° der 
Enzymwirkung regeneriert. Die verlorenen 7 °/o entspre- 
chen den geringfiigigen Verlusten, welche bei der Dialyse der 
Enzymldsungen immer entstehen. 


Versuch, die Saccharase mit Anilin aus einem hochaktiven 
Trockenpradparat zu extrahieren. 


Wir haben friiher auf die Wahrscheinlichkeit hingewiesen, 
daB die Anilinvergiftung der Saccharase einfach in der Bildung 
einer Anhydroverbindung -—- etwa einer Schiffschen Base -- 
bestehe. Die Tatsache, daf} sich die vollstindige Reversibilitat 
dieser Giftwirkung leicht durchfiihren lift, bildet fiir diese 
Annahme eine starke Stiitze. Fiir die priaparative Ver- 
wertung dieses Befundes wiirde man wohl mehrere Wege ein- 
schlagen kénnen. Es kann z. B., wie wir bei Benzalanilin 
beobachtet haben, die entsprechende Verbindung der Saccha- 
rase zu einem gewissen Grade in Anilin léslich sein und sich 
das Enzym also aus einem Trockenpriparat mittels Anilin 
als Schiffsche Base extrahieren lassen, um dann, nach Aus- 
fallen mit Ather oder Benzol durch Dialyse in Saccharase und 
Anilin, wieder hydrolytisch gespalten zu werden, oder man 
kénnte sich denken, daf} der Anilinrest der Saccharase einen 
hinreichend starken basischen Charakter verleihen kénnte, 
um das Enzym von sauren Sorptionsmitteln adsorbierbar zu 
machen. 

Wir haben bei einem Extraktionsversuch mit dem in 
unserer ersten Mitteilung beschriebenen Trockenpriaparat 3 G 
das folgende Ergebnis erhalten. 0,51 g des Praparates (If 
= 8,4, Beilage 23, vgl. Diese Zeitschr. Bd. 107, 8. 299 [1919]) 
wurde in fein gepulvertem Zustand mit 10 ccm reinsten Anilins 
einen Tag bei Zimmertemperatur behandelt, Das Anilin wurde 
abfiltriert und der Riickstand auf dem Filter mit 2 cem Anilin 


gewaschen. In das Anilin war keine Trockensubstanz iiber- 
gegangen, welche durch Ather oder Toluol ausgefillt werden 
kénnte. Der Riickstand und das Filter wurden mit 50 ccm destil- 
liertem Wasser aufgenommen und in geschlossenen Kollodium- 
sicken mehrere Tage gegen flieSendes Wasser dialysiert. Das 
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Resultat der Dialyse ist in der folgenden Tabelle zusammen- 
gefaBt worden. 








——— 





.. | Urspr. Volumen , 
Dialysezeit, des Adialysats Entspr. k- 10 Nr. der Regeneration 
Tage 3G, mg Beilage | in Prozenten 
ccm 
2 8 80 835 24 60 
3 9 90 948 25 60 
4 10 100 1073 26 61,5 

















Es wurde also zur Bestitigung des oben beschriebenen 
Befundes, daf§ sich die Saccharase durch Anilin nicht ex- 
trahieren lat, der grote Teil des Enzyms aus dem Riick- 
stand wiedergewonnen. 


Anhang. 


Im Anschlufs an unsere friiheren Versuche iiber die Ver- 
giftung der Saccharase durch Anilin haben wir das Gleich- 
gewicht 

R‘. CHO + H,N- RY” => R’-CH=N-R”+H,0 
am Beispiel Formaldehyd + Anilin eingehend studiert'). 

Bis man zu dem von uns festgestellten Vergiftungsgleich- 
gewicht eine weitergehende Analogie gefunden hat, als die- 
jenige zwischen Aldehyd und Amin, wird man wohl diese bei 
der Beurteilung des chemischen Verlaufs der Vergiftung in 
erster Linie in Betracht ziehen miissen. 

Daf} aus Versuchen, bei welchen — ohne Feststellung 
einer Konzentrationsfunktion — das eine oder andere Aldehyd- 
reagenz zu Enzymen zugesetzt wurde, keine Schliisse iiber die 
Ausammensetzung der Enzyme gezogen werden kénnen, haben 
wir schon friiher betont*®), Wir wollen in Riicksicht auf Ver- 
suche, welche Frl. E. Rona*) — offenbar ohne Kenntnis 
unserer ganz kurz vorher erschienenen Untersuchungen — iiber 
die ,angebliche Aldehydnatur der Enzyme“ veréffentlicht hat, 


1) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 2, S. 29 (1920). 
*) Euler und Svanberg, l.c. 8.30 Anm. 
5) Elisabeth Rona, Biochem. Zeitschr. Bd. 109, S. 279 (1920). 
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es nicht unterlassen, nochmals auf unsere Bemerkung zu ver- 
weisen. Wir kénnen uns auf diesen Hinweis beschrinken, da 
wir annehmen, daf} die Verfasserin nunmehr mit uns darin 
ibereinstimmen wird, daf} wenigstens ihr Versuch mit obergirigen 
Hefezellen und Phenylhydrazin als Instanz zur Beurteilung der 
Anwesenheit von Aldehydgruppen im Saccharasemolekiil eben- 
sowenig geeignet ist, wie analoge friihere Versuche Bokornys’). 


Zusammenfassung. 


Durch Dialyse konnte die enzymatische Aktivitaét von 
Saccharaselésungen, welche mit Silbernitrat, Quecksilberchlorid 
oder Anilin inaktiviert waren, regeneriert werden. 

Nach den Metallsalzzusatzen trat in keinem Fall totale Re- 
generation ein, wahrend nach Anilinvergiftung, wo wir friiher 
eine erhebliche Reaktivierung nicht haben erzielen kénnen, die 
Regeneration durch Dialyse vollstindig war. 

Die Saccharase lief} sich aus einem sehr aktiven Trocken- 
praparat (3G) mit Anilin nicht extrahieren. 























Beilagen. 
Nr. d Dreh 
Beilage Minuten ihe , k - 16 Bemerkungen 
1 0 2,65 — leem 3DD1 
4 1,67 348 Ohne Gift. 
5 1,43 362 
6 1,25 358 Mittel: 356 
fore) — 0,93 a= 
2 8 2,64 _ 2,05 mg AgNO, 
10 2,66 — Zeit = 0 
12 2,61 a Keine Inversion 
8 8 2,61 — Selbstregen.-Effekt 
10 2,63 — 2 Tage 
12 2,09 -—— Keine Inversion 
4 8 2,64 — 3 Tage 
10 2,64 — Keine Inversion 
12 2,66 — 





1) Bokorny, Biochem. Zeitschr. Bd. 70, S. 213 (1915) und Bd. 10, 
S. 100 (1919). 
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.d Dreh 
mone Minuten pre k- 104 Bemerkungen 
5 8 2,65 —- 4 Tage 
10 2,64 _- Keine Inversion 
12 2,65 — 
6 8 1,88 131 Dialyse 
10 1,74 127 2 Tage 
12 1,56 132 Mittel: 130 
7 8 1,55 199 3 Tage 
10 1,33 200 Mittel: 201 
12 1,10 205 
8 8 1,40 232 4 Tage 
10 1,13 240 Mittel: 239 
12 0,89 245 
9 8 2,65 a= 2,06 mg HgCl, 
10 2,59 — Zeit = 0 
12 2,60 a Keine Inversion 
10 8 2,66 -- Selbstregen.-Effekt 
10 2,65 _ 1 Tag 
12 2,67 ao Keine Inversion 
11 8 2,64 — 2 Tage 
10 2,64 a Keine Inversion 
12 2,63 — 
12 8 2,63 a 3 Tage 
10 2.64 os Keine Inversion 
12 2,63 — 
13 8 2,51 21 Dialyse 
10 2,47 22 1 Tag 
12 2,44 22 Mittel: 22 
14 8 2,43 32 2 Tage 
10 2,40 32 Mittel: 33 
12 2,31 36 
15 8 2,41 38 3 Tage 
10 2,33 Mittel: 40 








2,25 
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Nr. d Drehun 
pees Minuten ig - af k- 104 Bemerkungen 
16 8 0,86 375 lecem 3DD 1 
10 0,54 386 Ohne Anilin 
12 0,27 395 Mittel: 385 
17 8 2,64 _ 100 mg Anilin 
10 2,63 — Keine Inversion 
12 2,63 — 
18 8 0,93 355 Dialyse 
10 0,63 360 2 Tage \8 
12 0,37 367 Mittel: 361 | 
19 8 1,01 332 21), Tage | 
10 0,71 339 Mittel: 340 
12 0,43 350 
20 8 0,93 355 21/, Tage 
10 0,65 355 Mittel: 359 | 
12 0,37 367 | 
21 8 0,96 346 8 Tage | 
10 0,69 344 Mittel: 347 
12 0,43 350 
22 8 0,87 372 3 Tage 
10 0,55 384 Mittel: 384 
12 0,27 395 
23 4 0,54 965 57 mg 3G 
5 0,24 972 Mittel: 996 
6 — 0,09 1050 If=8 4 +0°=5,5 Min. 
24 4 0,75 820 Dialyse, 2 Tage 
5 0,42 846 Mittel: 835 
6 0,19 840 
25 4 0,59 930 3 Tage 
5 0,24 970 Mittel: 948 
6 0,04 945 
26 4 0,44 1043 4 Tage 
5 0,08 1102 Mittel: 1073 
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Beitrige zum Nukleinstoffwechselproblem. 


Il. Mitteilung. 
Uber die Einwirkung menschlicher Faces auf 
Hefenukleinsaure. 
Von 


Dr. med. et phil. Julius Rother. 


(Aus der II. med. Klinik der Charité in Berlin. Direktor Geh. Rat Prof. Dr. F. Kraus.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21, Mirz 1921.) 


Die von zahlreichen Forschern iibereinstimmend gemachte 
Beobachtung'), daf} nach der oralen Gabe einer Thymusmahlzeit 
wie auch von Nukleinséiuren oder von reinen kristallinischen 
Purinbasen nur ein Bruchteil der verfiitterten Purine als Harn- 
siure und Purinbasen im Harn wiedergefunden wird, ist der 
Ausgangspunkt mannigfacher Untersuchungen und Diskussionen 
geworden. Dieses Harnsiuredefizit zeigt sich bei den meisten 
Stoffwechselversuchen sehr betrachtlich; in der Regel sind nur 
etwa 30—50 °/, der zugefiihrten Purine wieder zum Vorschein 
gekommen. Uber die Frage, was mit dem Reste geschehen 
ist, diirften theoretisch —- wenn man von dem geringen, nur 
wenige Prozente ausmachenden Anteile absieht, der den Darm 
mit dem Kote zusammen verlafjt — folgende Méglichkeiten 
in Frage kommen: Entweder findet im Darme bereits eine teil- 
weise Aufspaltung des Purinringes statt, oder die Purinkérper 
gelangen, sei es als solche, sei es als Bestandteile hochmole- 
kularer Komplexverbindungen (Nukleoside bezw. Nukleotide), 
durch die Darmwand. Im zweiten Falle muf} die Tatsache 


) S$. bei Wiechowski, Die Purinstoffe und das Allantoin, in 
Neubauer-Huppert, Analyse des Harns, 11. Aufl. S. 921 ff. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXIV. 11 
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des Harnsiiuredefizits in Vorgiingen des intermediaren Stoff- 
wechsels begriindet sein. In Betracht zu ziehen wire dann: 
Verwendung der Purinstcffe zum Aufbau kérpereigenen Zell- 
materials, Speicherung der Purinsubstanzen an irgend einer 
Stelle des Kérpers oder schlieflich weitere Aufspaltung im 
intermediiren Stoffwechsel unter Zertriimmerung des Purin- 
ringes (Urikolyse). 

In der vorliegenden Arbeit wird auf die Verhaltnisse des 
intermediiren Stoffwechsels nicht eingegangen, sie bietet viel- 
mehr einen experimentellen Beitrag zur Frage der Kinwirkung 
des Darminhaltes auf Purinstoffe. 

Durch Arbeiten verschiedener Forscher’) wissen wir, dat} 
der reine Pankreassaft kaum eine Wirkung auf Nukleinsiuren 
hat, ferner daly der Darmsaft?) diese Verbindungen zwar in 
Nukleotide zerlegt, aber nicht einmal die freien Purinbasen 
abzutrennen vermag, geschweige denn fiir eine Aufspaltung 
des Purinringes in Frage kime. Das Augenmerk der Forscher 
richtete sich deshalb auf den Kinflufs der Darmbakterien. Daf 
Fiaulnisbakterien Purine tiefgreifend zerstéren kénnen, ist seit 
langem bekannt’*). Auch Reinkulturen von Bacterium coll 
vermégen die Purine der Bouillon fast véllig zu zerstéren‘*). 

Schittenhelm und Schréter’®) kultivierten sowohl 
Bacterium coli allein als auch ein Gemisch der Bakterienflora 
des Darmes in einer Uschinsky-Loésung, deren organische 


') E. Abderhalden und A. Schittenhelm, Diese Zeitschrift 
Bd. 47, 8. 452 (1906). — E. 8S. London, A, Schittenhelm und K. Wie- 
ner, Diese Zeitschrift Bd. 70, S. 10 (1910); Bd. 72, 8S. 459 (1911); 
Bd. 77, S. 86 (1912). 

*) Nakayama, Diese Zeitschrift Bd. 41, S. 348 (1904). — P. A. 
Levene und F. Medigreceanu, Journ. of biolog. Chem. Bd. 9, S. 375 
(1911). — S. J. Thannhauser, Diese Zeitschrift Bd. 91, 5. 329 (1914). 
— §. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Diese Zeitschrift Bd. 100, 
S. 121 (1917). 

8) Baginski, Diese Zeitschrift Bd. 8, 8. 395 (1884). — Schindler, 
Diese Zeitschrift Bd. 18, S. 441 (1889). 

4) Siven, Pfliigers Archiv Bd. 157, S. 582 (1914). 

‘) A. Schittenhelm und F. Schriéter, Diese Zeitschrift Bd. 39, 
8. 203 (1903). 
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stickstoffhaltige Bestandteile durch Hefenukleinsiure ersetzt 
war, und konnten so eine weitgehende Zersetzung des Purin- 
anteils der Nukleinsiure feststellen. 

Die gleiche Versuchsanordnung wurde spiter im Prinzip 
von Thannhauser und Dorfmiiller’) tibernommen, welche 
dieselbe modifizierte Uschinsky-Lésung statt mit Hefe- 
nukleinsiure mit den chemisch wohldefinierten kristallisierten 
Nukleosiden Guanosin, Adenosin und Inosin ansetzten, sie 
wiederholt mit frischem Stuhl impften und schliefilich zeigten, 
daf} 70—100 °/, des in den Nukleosiden enthaltenen Stickstoffs 
in Ammoniakverbindungen iibergefiihrt waren. 

Sowohl Schittenhelm und Schréter als auch Thann- 
hauser und Dorfmiller benétigten fiir ihre Bakterien- 
versuche mit Uschinsky-Lésung sehr lange Zeiten (14—20 
Tage). Wenn auch durch diese Experimente die Fahigkeit 
der Bakterien, den Purinkern aufspalten zu kénnen, dargetan 
war, so stand doch noch ein unmittelbarer Beweis dafiir aus, 
dafi der Inhalt der unteren Darmabschnitte ein Milieu darstellt, 
in welchem hineingelangte Purinkérper innerhalb der geringen 
Zeiten, wie sie fiir den Durchgang der Ingesta in Frage kommen, 
so weitgehend unter Zerstérung des Purinringes verandert 
werden, dafi dieser Faktor fiir das eingangs erwahnte fast 
regelmafiig beobachtete Harnsauredefizit ernstlich in Betracht 
zu ziehen ist. 

Bei der in vorliegender Arbeit angewendeten Versuchs- 
anordnung wurde deshalb Hefenukleinsiure zu einer wifrigen 
Aufschwemmung frischen menschlichen Kotes gesetzt und das 
schwach saure Gemisch einige Zeit im Brutschrank bei Kérper- 
temperatur gehalten. Unmittelbar nach der Vermengung des 
Kotes mit der Nukleinsiure und zu verschiedenen Zeiten nach 
Kinstellen in den Brutschrank wurde an einzelnen Proben der 
Gehalt an Purinbasen durch vollstindige Hydrolyse mittels 
Schwefelsiure und nachfolgende quantitative Bestimmung nach 
der Kupfermethode ermittelt. 


1) §. J. Thannhauser und G. Dorfmiller, Diese Zeitschrift 
Bd. 102, S. 148 (1918.) 
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Es ergab sich in tibereinstimmenden Parallelversuchen ein 
sehr rascher Ablauf der Purinzerstérung. Nach 40—48 Stunden 
war nur noch die Halfte der anfangs vorhandenen Purine nach- 
weisbar. Gleichzeitig vorgenommene Ammoniakbestimmungen 
ergaben eine Zunahme des Ammoniakstickstoffs bei den zu 
verschiedenen Zeiten untersuchten Proben. Im gleichen Mafie 
verminderte sich der Purinstickstoff. Durch einen Kontroll- 
versuch wurde festgestellt, daf} der Purinbasengehalt von 
Hefenukleinsaure allein sich nach zweitigigem Stehen im Brut- 
schrank nicht indert. 

Die Verhiltnisse in vivo diirften fiir die Bakterien noch 
wesentlich giinstiger liegen; es ist anzunehmen, dal} die Bak- 
terien nicht mehr ihre urspriingliche Wirksamkeit entfalten 
kénnen, wenn der Kot den Darm verlassen hat; zudem ist 
mit der Verdiinnung und dem Aufschwemmen wahrscheinlich 
auch eine betrichtliche Schaidigung der Bakterien verkniipft. 

Zwei Stoffwechselversuche, bei denen Hefenukleinsiure an 
purinarm ernihrte Menschen verfiittert wurde, sollten deshalb 
Fingerzeige liefern, ob aus der Verweildauer des der Nuklein- 
siuremahlzeit entsprechenden Ingesta-Anteils im Verdauungs- 
traktus, sowie aus dem Puringehalt von Urin und Kot Riickschliisse 
auf etwaige Purinkernaufspaltung in den unteren Darmab- 
schnitten gezogen werden kénnen. 

Beim ersten Versuche wurden 20 g Nukleinsiure per os 
gegeben; das gleichzeitig verabreichte Carmin erschien zu 
einem Teile in dem 12 Stunden spiter abgesetzten Stuhlgang. 
Die nachsten, 22 Stunden nach der Mahlzeit ausgeschiedenen 
Fiices waren giinzlich rot, wihrend die zweitnachste, 32 Stunden 
post coenam erfolgende Stuhlentleerung nur einen ganz unbe- 
deutenden ersten roten Anteil aufwies. Demnach konnte ange- 
nommen werden, daf} die der Nukleinsaéureeingabe entsprechende 
Ingesta-Portion ihrer Hauptmenge nach etwa 22 Stunden im 
Verdauungstraktus verweilt hatte. Von den zugefihrten Purin- 
kérpern wurden in den Faces 17% als plus gegen eine Vor- 
periode wiedergefunden; im Urin traten weitere 12 °%/o, ebenfalls 
durch Vergleichung mit einer Vorperiode ermittelt, zutage. 
Der Organismus hatte also offenbar in 22 Stunden die grofe 
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Nukleinséiuremenge weder durch Resorption im Diinndarm, noch 
durch Zersetzung im Dickdarm zu bewiltigen vermocht. 

Zum zweiten Versuche wurden 10g Nukleinsiure, wiederum 
per os gegeben, verwendet. Aus nicht ersichtlichem Grunde 
setzte der Patient, der vordem regelmiafig je eine Stuhlentleerung 
in 24 Stunden gehabt hatte, zwar auch am Nachmittage nach 
der friihmorgens erfolgten Nukleinsiuredarreichung einen noch 
nicht rotgefairbten Stuhl ab, dann aber blieben die Defiaikationen 
zwei Tage lang aus, so daf} der Nukleinsiureanteil der Ingesta 
in diesem Falle der Hauptmenge nach 52 Stunden, zu einem 
geringen Teile sogar 60 Stunden im Verdauungstraktus verweilt 
hat. Hier zeigte der Kot tiberhaupt keinen Mehrgehalt an 
Purinen gegeniiber der Vorperiode, wahrend im Urin 36 °/o der 
zugefiihrten Purine als plus gegen die Vorperiode wiederge- 
funden wurden. 

Da bei beiden Versuchen lediglich purinfreie Diét vorge- 
schrieben wurde, aus dufieren Griinden aber in der Wahl der 
Nahrungsmittel einiger Spielraum gelassen werden mufite, sind 
die Werte des Gesamtstickstoffs nicht einheitlich genug, daf 
aus ihnen Schliisse gezogen werden kénnten. Dagegen weist 
der ,endogene Harnsiurewert“ in den Vorperioden die fiir die 
Auswertung erforderliche Konstanz auf. 

Die Betrachtung beider Versuche lehrt folgendes: An- 
nihernd gleich ist in beiden Fallen der im Urin 
wiedergefundene Anteil des zugefiihrten Purins, 
ebenfalls etwa gleich grof ist — so darf wohl an- 
genommen werden — die Zeit gewesen, welche die 
Nukleinsaéureportion bei beiden Versuchen fiir die 
Passage des Diinndarms gebraucht hat. Vielleicht 
liegt hierin ein Hinweis darauf, daf} in den beiden Fallen ein 
etwa gleich grofier Prozentsatz der Nukleinséure vom Diinn- 
darm aus resorbiert worden ist. Ganz verschieden da- 
gegen ist in beiden Versuchen die Verweildauer 
der Nukleinséureportion im Dickdarm. Obwohl nach 
den soeben angestellten Erwiaigungen in beiden Fallen der Dick- 
darm vom Diinndarm aus etwa den gleichen Teil der urspriing- 
lich zugefiihrten Purine iibernommen hat, finden sich bei dem 
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ersten Patienten in den Faces noch 17 °/o, bei dem zweiten 
ist nichts mehr vorhanden. Ks liegt nahe, zur Erklarung hier- 
fiir den gleichen Vorgang heranzuziehen, der in den oben be- 
schriebenen Versuchen in vitro demonstriert wurde; mit andern 
Worten: Die beiden Fiitterungsversuche sprechen ebenfalls 
dafiir, daB im Dickdarm eine Aufspaltung des Purinringes 
infolge der Einwirkung der Darmflora stattgefunden hat. 


Experimenteller Teil. 


Vorbemerkung. Fir die zahlenmifige Auswertung 
der nachstehenden Versuchsergebnisse ist allgemein folgendes 
zu beachten: Um zu ermitteln, wieviel Purinkernstickstoff 
am Ende des Versuchs als solcher nicht mehr vorhanden ist, 
muf} in Betracht gezogen werden, daf} 1/; = 20 °/o des Purin- 
stickstoffs der Nukleinsiure sich auf die nicht im Kern befind- 
liche Aminogruppe des Guanins und Adenins beziehen. Unter 
der Annahme, dafi bei allen Versuchen eine vollstindige 
Desamidierung stattgefunden hat, muf} man den schliefdlich 
wiedergefundenen Purinstickstoff mit 80°/o des urspriinglich 
vorhandenen in Beziehung setzen. 


A. Facesaufschwemmung und Nukleinsaure. 
Versuch 1. 


Etwa 200 ccm diinnbreiiger frischer Stuhl eines gesunden 
Mannes, der Rizinus6l erhalten hatte, wurden mit 150 ccm Wasser 
verdiinnt. Nach sorgfaltigem Umriihren wurde von den groben 
Bestandteilen abgegossen. Eine nebenher bereitete Lésung von 
20 g Nukleinséure aus Hefe (Boehringer?) in 200 ccm Wasser, 
die bis zur eben alkalischen Reaktion tropfenweise mit Ammoniak- 
wasser versetzt war, wurde zu der Stuhlaufschwemmung hinzu- 
gefiigt. Die Mischung reagierte schwach sauer. 

250 cem der Mischung (Teil A) wurden sofort, weitere 
250 ccm (Teil B) nach einem Aufenthalt von 40 Stunden im 


1) Fiir die Uberlassung ausreichender Mengen des Priiparates sei der 
Firma C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim, der beste Dank auch an 
dieser Stelle ausgesprochen. 
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Brutschrank bei 37° mit 1 1 Wasser verdiinnt, sodann mit 
15 cem konzentrierter Schwefelsaiure versetzt und durch fiinf- 
stiindiges Kochen iiber offener Flamme am RiickfluSkiihler 
hydrolysiert. In den Hydrolysenfliissigkeiten von Teil A und B 
wurden Purinbasenbestimmungen nach dem Verfahren von 
Kriiger und Schittenhelm’) ausgefiihrt. Die zur Analyse 
verwendeten aliquoten Teile betrugen jeweils '/,, der Gesamt- 
menge. Nach Zersetzung der ersten Kupferfillung mittels 
Schwefelwasserstoffs wurden die Purinbasen im Filtrat vom 
Schwefelkupfer nochmals mittels der Kupfer-Bisulfitmethode 
abgeschieden. In diesen Niederschligen wurde der Stickstoff 
nach Kjeldah! bestimmt. 


Ergebnis von 2 Parallelbestimmungen: 

Verbrauchte ccm n/10 H,SO, bei Teil A: 27,4 bezw. 27,3, 

P pele” . 2 « ier . wee 
Demzufolge betrug der Purinbasenstickstoff nach 40 Stunden 
Brutschrankaufenthalt rund 51°/o der urspriinglich vorhandenen 
Menge. An Purinkernstickstoff waren demnach am Schlusse 
noch 51:0,8 = 65°/o vorhanden. 

Versuch 2. 

Ansatz: 100 g dickbreiiger Kot eines gesunden Mannes 
und 20 g Hefenukleinsiure, die durch Ammoniakzusatz in 
Lésung gebracht waren. Die gesamte Mischung wurde in zwei 
gleiche Teile A und B aufgeteilt. Teil A wurde sofort, Teil B 
nach 48stiindigem Brutschrankaufenthalt wie bei Versuch 1 
weiter untersucht. Die fiir die einzelnen Bestimmungen ver- 


wendeten Mengen entsprachen 0,5 g Nukleinsaure. 


Ergebnis von 2 Parallelbestimmungen: 
Verbrauchte ccm n/10 H,SO, bei Teil A: 31,1 bezw. 30,2. 

“ a 4 ‘ » » 3B: 15,6 bezw. 15,4. 
Demzufolge betrug der Purinbasenstickstoff nach 48 Stunden 
Brutschrankaufenthalt rund 50 °/o der urspriinglich vorhandenen 
Menge. An Purinkernstickstoff waren demnach am Schlusse 
noch 50: 0,8 = 62,5 °/o vorhanden. 


) J. Kriiger und A. Schittenhelm, Diese Zeitschrift Bd. 45, 
S. 21 (1905). 
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Versuch 3. 


Ansatz: 70 g dickbreiiger Kot eines gesunden Mannes und 
20 g Hefenukleinsiure, die durch Ammoniakzusatz in Liésung 
gebracht waren. Die gesamte Mischung wurde in fiinf gleiche 
Teile (A bis E) aufgeteilt. Teil A wurde sofort, Teil B nach 
6 Stunden, Teil C nach 11 Stunden, Teil D nach 20 Stunden 
und Teil E nach 44 Stunden Brutschrankaufenthalt wie bei 
Versuch 1 weiter untersucht. Fiir die einzelnen Bestimmungen 
wurde jedesmal wieder eine 0,5 g Nukleinsiure entsprechende 
Menge verwendet. 


Ergebnis von 2 Parallelbestimmungen: 
Verbrauchte ccm n/10 H,SO, bei Teil A: 31,9 bezw. 31,5 


‘ ‘ ‘ y . » B25 , BA 
‘ ‘ - ss » ~» Bea , Be 
: . ; r » » wrasse . BA 
. * ‘ ‘ - » tae » Bee 


Demzufolge betrug der Purinbasenstickstoff in Bezug auf die 
urspriinglich vorhandene Menge 


nach 6 Stunden rund 90°/, 


~ = ‘ , 
» 20 . >. hs 
n 44 bl 7 54 Po 


An Purinkernstickstoff waren demnach am Schlusse noch 
54 : 0,8 = 67°/, vorhanden. 

Die fiinf Hydrolysenfliissigkeiten der Portionen A bis E 
wurden weiterhin auf ihren Ammoniakgehalt untersucht. Je 
10 ccm, entsprechend 40 mg Nukleinsiure, wurden in dem 
von Pincussohn!) angegebenen Apparate nach Zusatz von 
Natriumkarbonat destilliert. Zur Vermeidung des Schiéumens 
diente ein Zusatz von Alkohol. Fiir die Titrationen wurden 


verbraucht: 
bei Teil A: 5,4 ccm n/50 H,SO, 
bs] ” B: 6,7 a] ” > 2] 
” 2 C 7,8 ? n ” 
» D: O91 , s 
= §: 304 , . ‘ 


” 


1) L. Pincussohn, Biochem. Zeitschrift Bd. 99, S. 267 (1919). 
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Wenn auch infolge des beim Ansetzen des Versuchs zur 
Lésung der Nukleinsiure verwendeten Ammoniaks den mit- 
geteilten Titrationswerten ihrer absoluten Gréfe nach keine 
Bedeutung zukommt, so sind die Zahlen doch fiir den Nachweis 
verwendbar, dafi der im Laufe der Brutschrankbehandlung 
verschwindende Purinstickstoff als Ammoniakstickstoff wieder 
auftritt. In der folgenden Tabelle ist angegeben, wieviel 
Purinstickstoff und wieviel Ammoniakstickstoff gemafi den 
beobachteten Titrationswerten jede der Portionen A bis E 
enthalt: 








Portion mg Purin-N |mg Ammoniak-N Summe 
A 355,0 151.2 506,2 
B 318,6 187,6 506,2 
C 286,1 217,0 503,1 
D 260,9 253,4 514,3 
E 194,3 291,2 485,5 











Die Werte fiir die Summe aus Purinstickstoff und Ammoniak- 
stickstoff weisen eine befriedigende Konstanz auf. 


Versuch 4. 


(Kontrollversuch ohne Kotaufschwemmung.) 


Ansatz: 4 g Hefenukleinsiure, unter Ammoniakzusatz in 
40 ccm Wasser gelést und auf 100 ccm mit Wasser aufgefiillt. 
Diese Lésung wurde in zwei gleiche Teile (A und B) aufgeteilt. 
Teil A wurde sofort, Teil B nach 48stiindigem Aufenthalt im 
Brutschrank wie bei Versuch 1 weiter behandelt. Die fiir die 
einzelnen Bestimmungen verwendeten Mengen entsprachen 
0,67 g Nukleinsaure. 


Titrationsergebnis : 
Verbrauchte ccm n/10 H,SO, bei Teil A: 41,2 
. > » ° « « Bee 


Eine nennenswerte Abnahme des Purinstickstoffs der Hefe- 
nukleinséure hat mithin bei 48stiindigem Stehen im Brutschrank 
nicht stattgefunden. 








158 


Julius Rother, 





B. Purinstoffwechseluntersuchungen nach Dar- 
reichung von Hefenukleinsiure per os. 


Versuch 5. 


Patient D., 35 Jahre, 70 kg, leichte Magenbeschwerden. 
Im Urin kein Albumen. 





Harn-  |purinbas - 


Purinbas.- 






































Tag sonal wane sdure- | Stickstoff| Stickstoff Tagesseiten der 
menge |GewichtjStickstoff}. |, . K otentleerung 
saath, Urin | im Kot 
1. | 2465 | 1009 0,162 0,020 0,106 8° abd., 6° morg. 
2. | 3125 | 1010 0,204 0,013 0,121 8° 
3. | 2680 | 1007 0,182 0,013 0,150 Tr. wy 
Am 4. Tage 8.30 vorm. 20 g Hefenukleinsiiure (= 1,75 g 
Purinbasenstickstoff) und 0,4 g Carmin per os. 
4. | 2600 | 1012 0,299 0,018 0,322 8° abd., 6° morg. 
5. | 2670 | 1014 0,272 0,027 0,233 7° abd., 6° morg. 
Tigl. Durchschnitt 
der Vorperiode: 0,183 0,015 0,126 
Tagl. Durchschnitt 
der Hauptperiode: 0,285 0,020 0,278 
Mehrausscheidung in 
der Hauptperiode: 0,204 0,010 0,304 











Bestimmung des Harnsaure- und Purinbasenstickstoffs im Urin 
nach Kriiger und Schmid, des Purinbasenstickstoffs im Kot 
nach Kriiger und Schittenhelm. 

Abend- und Morgenportion des Stuhlgangs wurden an jedem 
Tage gemeinsam analysiert. Die doppelt unterstrichenen Ent- 
leerungen waren vollkommen, von den einfach unterstrichenen 
war nur ein kleiner Anteil (etwa 1/,) durch Carmin rot gefirbt. 
Der Stuhl war stets dickbreiig und ohne Besonderheiten. 

Von den zugefiihrten 1,75 g Purinstickstoff der Hefe- 
nukleinsiure wurden demnach wiedergefunden: 











als Harnsdure- als Basen- hasiiaiiinaal 
Stickstoff Stickstoff 8 
im Harn .. 11,7°%, 0,6 °/, 12,3°/, 
im Kot ... _ _ 17,4°/, 











Zusammen 29,7 °/, 
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An Purinkernstickstoff wurden also insgesamt 29,7 : 0,8 
= 37,1°/o wiedergefunden. 


Magen und Darm o. B., Urin frei von Albumen. 


Versuch 6. 
Patient S., 38 Jahre, 65 kg, beginnende multiple Sklerose (?). 





Ha ~ 


Purinbas.- 


“Tages: 





















































— prantic Purinbas. Ain a Feucht- 
™~ menge |Gewichtj Stickstoff rnin meine Kotent- lei 
im Urin | ™ Urin | im Kot leerung des Kots 
1, | 2020 | 1012 0,166 0,039 _ —_ — 
2. | 1400 | 1020 0,178 0,028 0,135 |9° vorm.}| 200 g 
3. — — — _ 0,113 | 3°nachmj 170 g 
4, — -- — 0,016 {3° nachm.}| 100 g 
Am 5. Tage 8.30 vorm. 10 g Hefenukleinsiure (= 0,85 g 
Purinbasenstickstoff) und 0,3 g Carmin per os. 
5. | 1255 | 1022 0,312 0,066 ?*) 3°nachm.| 220 ¢g 
6. 902 | 1027 0,281 0,059 ~ kein Stuh!! 
A -— — _ — 1°nachm| 150 g 
0,143 
8. — — - 4° vorm. 60 g 
Taigl. Durchschnitt 
der Vorperiede: 0,172 0,033 *) Bestimmung wegen Kolben- 
Tagl. Durchschnitt bruchs verloren gegangen. 
der Hauptperiode: 0,297 0,063 
Mehrausscheidung in 
der Hauptperiode: 0,250 0,060 








Die doppelt unterstrichenen Entleerungen waren durch 
Carmin vollkommen rot gefarbt. 


Sie weisen keinen héheren 
Purinbasengehalt auf, als die Stiihle der Vorperiode. 


Von den zugefiihrten 0,85 g Purinstickstoff der Hefe- 


nukleinsiure wurden demnach wiedergefunden: 











als Harnsdure- als Basen- ae t 
Stickstoff Stickstoff —— 
im Harn .. 29,4 /, 71%, 36,5 °/, 
im Kot... — — nichts 
i 


An Purinkernstickstoff wurden also insgesamt 36,5 : 0,8 


= 45°/o wiedergefunden. 
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Zusammenfassung. 


1. Hefenukleinsiure wird durch Behandlung mit einer 
wifirigen Aufschwemmung menschlichen Kotes im Brutschrank 
bei 37° derart verindert, daB bereits nach 40—48 Stunden von 
den urspriinglich vorhandenen Purinbasen etwa die Hialfte unter 
Aufspaltung des Purinkerns zersetzt ist. 

2. In Ubereinstimmung mit diesem Befunde ergaben 
Purin-Stoffwechselversuche an Menschen, denen grofje Mengen 
(10—20 g) Hefenukleinsiure per os gegeben wurden, dafi in 
den unteren Darmabschnitten eine analoge, mit Purinkernauf- 
spaltung einhergehende Zersetzung stattfindet. Der Umfang 
dieser Zersetzung ist weitgehend von der Zeitdauer abhingig, 
wihrend derer die der Nukleinsiureeingabe entsprechende 
Ingestaportion im Dickdarm verweilt. 











Zur Histochemie der Spermatozoen. 
rv. 4 
Uber die chemische Zusammensetzung der Spermatozoen 
des Maifisches. 
Von 
H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Mirz 1921.) 


Als durch meine quantitativen Bestimmungen der Bausteine 
der Thymusnucleinséiure ein klares Bild von der Zusammen- 
setzung und der Struktur dieses Kérpers erhalten war, war 
damit eine Methode gewonnen, um auch in den chemischen 
Aufbau der Kernsubstanz als solcher einzudringen. Denn es 
konnte nun untersucht werden, ob in den Zellkernen resp. in 
den Nucleoproteiden simtlicher Phosphor in Form einer echten 
Nucleinséure vorhanden war, oder ob noch andere phosphor- 
haltige Kérper — einfache Nucleinséuren — darin vorkommen. 
Die Menge der echten Nucleinsaure lief sich theoretisch aus 
dem Phosphorgehalt des Proteids berechnen und die experi- 
mentell gefundene Ausbeute mute eventuell mit dieser Zahl 
iibereinstimmen. Die Reinheit der Nucleinséure konnte man 
durch Bestimmung des Verhiltnisses PiN priifen und ferner 
durch quantitative Bestimmung der Nucleinbasen, die in einem 
bekannten Verhiltnis zum P-Gehalt stehen. Man konnte ferner 
auch die Menge der Nucleinbasen in dem Nucleoproteid als 
solchem bestimmen und dann berechnen, ob die Ausbeute der- 
jenigen entsprach, die verlangt wurde, wenn man simtlichen 
Phosphor auf Nucleinsiure bezog. 


1) I. Diese Zeitschr. Bd. 72, S. 8305. Il. Diese Zeitschr. Bd. 73, S. 471. 
III. Diese Zeitschr. Bd. 83, S. 72. 
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Fiir solche Analysen hatte ich zuerst die mit Wasser 
gewaschenen, mit Alkohol und Ather erschépften reifen Képfe 
von Spermatozoen des Herings benutzt; hier lagen die Ver- 
hiltnisse sehr einfach. Es lief sich zeigen, dafi diese Gebilde 
zu 73,46 °/, aus Thymonucleinsiure und zu 26,54°/, aus Prot- 
amin bestehen, denn ich konnte sowohl die theoretisch be- 
rechnete Menge Nucleinsiure nach dem Neumannschen Ver- 
fahren aus ihnen gewinnen als auch ergab die Siurehydrolyse 
der Képfe Ausbeuten an Arginin als Spaltungsprodukt des 
Clupeins, die mit den theoretisch verlangten befriedigend iiber- 
einstimmten. Endlich lief sich durch Vereinigung der berech- 
neten Menge nucleinsauren Natriums und Clupeinsulfates ein in 
Wasser schwerléslicher Kérper darstellen, der analytisch durch- 
aus den mit Wasser, Alkohol und Ather behandelten Zellkernen 
entsprach. 

Um diesen Befunden eine breitere Grundlage zu geben, 
habe ich schon vor mehreren Jahren analoge Untersuchungen 
an anderen Fischspermien in Angriff genommen, und zwar zu- 
nichst an den Spermatozoen des Maifisches (Clupea alosa). 

Das Ausgangsmaterial war zu einer Zeit gesammelt, als 
ich noch nicht auf die verschiedene Wirkung der Behandlung 
der Spermatozoen mit reinem Wasser und mit schwach essig- 
saurem Wasser aufmerksam geworden war. Das lebendfrische 
Material wurde durch ein diinnes Haarsieb getrieben, mit Was- 
ser zu einer diinnen Milch angeriihrt und mit einem kleinen 
Uberschu8 von Essigsiure ausgefiillt, filtriert, mit schwach 
essigsaurem Wasser gewaschen und mit Alkohol und Ather 
erschépfend extrahiert. Es wurde so ein weifies, lockeres Pri- 
parat erhalten, in dem der Phosphor nach Neumann und der 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt wurde. Die Substanz 
wurde bei 80° vorgetrocknet und bei 100 —110° im Vakuum 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Sie blieb dabei dufer- 
lich unverindert. 


| 


0,1508 sittigen 9,2 ccm n/2-NaOH 
0,1331 ‘ 88 , : 


3,38 °/, P (Neumann) 
3,66 °/, P . 


ll I 


0,1508 P 99 , ‘ << - Be), ? . 
0,1397 : 17,8 ccm n/10-H,SO, 


! 


17,85 °/, N (Kjeldahl) 
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0,1482 siattigen 18,6 com n/10-H,SO, = 17,59°/, N (Kjeldahl) 


01559 , 195 , ; = 17,53%/, N : 
ome . «6l : = 17,60°/, N : 
01187 , 149 , : = 17,59°/, N ‘ 
0.15022 , 190 , . = 17,72, N ; 


Vergleicht man mit diesen Resultaten die Zahlen, die ich 
bei der Analyse der mit Essigsiure behandelten Spermatozoen 
des Herings erhalten habe’), so sieht man, dafi analytisch gar 
kein Unterschied zwischen diesen beiden Gebilden besteht; 
hier ist als Mittelwert 3,56°/, P und 17,65°/, N gefunden, 
wihrend beim Hering sich 3,46°/, P und 17,72°/, N ergeben 
hatte. 

Die mit Essigsiiure behandelten Heringsspermien hatten 
im Gegensatz zu den nur mit Wasser erschépften noch einen 
Eiweifkérper enthalten, der schwache Millonsche Reaktion gab 
und bei der Verarbeitung des Spermas auf Nucleinsdéure beim 
Neutralisieren der alkalischen Lésung ausfiel. Ganz analog 
verhielt sich das jetzt vorliegende Priiparat des Maifisches, 
auch hier konnte man schwache Millonsche Probe feststellen 
und gleichfalls den Niederschlag von Kiweil} an der entsprechen- 
den Stelle der Verarbeitung auf Nucleinsiure beobachten. Man 
mufi demnach voraussetzen, dafi die nur mit Wasser behan- 
delten Maifischspermien auch analog denen des Herings zu- 
sammengesetzt sind. Ich werde dariiber gelegentlich Versuche 
anstellen. 

31g des lufttrockenen Priparates wurden im 500-cem-Kol- 
ben mit 350 ecm Wasser und 25 cem Natriumacetat versetzt; 
als alles gleichmafiig verriihrt war, wurden 20 ccm 33 °/,ige 
NaOH zugesetzt und die Reaktionsmasse 2 Stunden im sieden- 
den Wasserbad gehalten. Dann wurde von geringen amorphen 
Abscheidungen abzentrifugiert, die Lésung mit 27 cem 50 °/, iger 
Kssigsiure neutralisiert und der Niederschlag nach einigem 
Stehen auf dem Wasserbade durch einen Heifiwassertrichter 
abfiltriert. Das Filtrat und die Waschwasser wurden auf 


dem Wasserbade auf etwa 100 ccm eingeengt und mit Alko- 
hol ausgefallt. Die Fallung wurde in wenig heifiem Wasser 


1) Diese Zeitschr. Bd. 73, S. 475. 
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gelést, auf dem Wasserbade eine Zeitlang digeriert, von 
geringen Flocken heifi} abzentrifugiert, und die beim Abkiihlen 
zu einer hellgelben durchsichtigen Gallerte bald erstarrende 
Lésung heifi in die doppelte Menge 96°/,igen Alkohols ge- 
gossen. Nach mehrtigigem Stehen und vollstindigem Absetzen 
des Niederschlages wurde der Alkohol abgegossen, der Nieder- 
schlag in heifiem Wasser gelést und in eine siedend heifie 
10°/,ige Kupfersulfatlésung langsam unter stetem Riihren 
eingegossen. Der hellgriine Niederschlag wurde nach langerem 
Stehen abgesaugt und mit Wasser so lange ausgewaschen, 
bis das Waschwasser vollkommen klar ablief. Dann wurde der 
Niederschlag an der Luft getrocknet. | 

Ausbeute 11,70g (biuretfrei). Lufttrocken analysiert, er- 
gaben sich folgende Zahlen: 


0,1509 sittigen 19,8 com n/2-NaOH = _ 7,27°/, P (Neumann) 
0,1459 19,3 , e a a Oe . 
0,1988 ‘ 16,8 com n/10-H,SO, = 11,80°/, N (Kjeldahl) 
0,2160 ‘ a7 " == (516%), BF - 


Das Verhiltnis von P:N ist gefunden zu 1:1,64, ver- 
laugt ist fiir nucleinsaures Kupfer 1: 1,69. 

Berechnet man nun simtliche Werte auf trockene Sub- 
stanz, so ergibt sich folgendes: 

Das fiir die Untersuchung benutzte lufttrockene Priparat 
vom Maifisch enthielt 3,01°/, P. 

0,1692 sattigen 9,2 cem n/2-NaOH = 3,01 °/, P (Neu- 
mann). Es entsprechen also 31g der lufttrockenen Substanz 
26,21 g des trockenen Materials. 

11,70g Kupfersalz mit 7,3°/0 P entsprechen 10,87g der 
Formel C,,H;,Cu,N,,05,P,. 

Es sind also 41,47°/, des Ausgangsmaterials gefunden 
als Kupfersalz berechnet. 

Rechnet man siimtlichen Phosphor des Ausgangsmaterials 
auf nucleinsaures Kupfer um, so erhilt man eine theoretisch 
verlangte Ausbeute von 45,30 °/). 

Der Verlust betrigt bei dieser komplizierten Analyse also 
nur rund 4°/,, etwa ebensoviel wie er bei den entsprechenden 
Analysen des Heringsspermas betragen hat. Er ist wahr- 











Zur Histochemie der Spermatozoen, IV. 165 


scheinlich in der Léslichkeit der nucleinsauren Salze in den 
verschiedenen Fiallungsmitteln begriindet, denn in den Filtraten 
der Fallungen liefS sich der noch fehlende Phosphor wieder 
finden. 

Die simtlichen Filtrate waren vereint gesammelt, vom 
Alkohol befreit und auf 250 ccm gebracht. Dann siattigten 
bei der Phosphorbestimmung 20 cem noch 11,9 ccm n/2-NaQH, 
es waren also in den 250 ccm 0,0824g P enthalten, die etwa 
1g nucleinsaurem Kupfer entsprechen wiirden. 

Kin zweiter Versuch mit 25g Ausgangsmaterial lieferte 
fast die gleichen Zahlen wie der hier beschriebene. 

Ich glaube, dafi durch diese Versuche nun bewiesen ist, 
daB auch in den mit Wasser, Alkohol und Ather erschépften 
Spermatozoenképfen des Maifisches simtliches Phosphor in 
Form der Thymusnucleinsiiure vorhanden ist. 

Das Sperma des Maifisches ist schon einmal von Levene 
und Mandel’) qualitativ auf Nucleinséiure untersucht worden. 
Nach den von ihnen veréffentlichten Analysen haben sie aber 
keine reine Nucleinsiiure in Handen gehabt. Sie geben einen 
Phosphorgehalt von 8,11°/, und einen Stickstoffgehalt von 
15,96°/, an. Das entspricht einem Verhaltnis P: N= 1: 1,97, 
wihrend 1: 1,69 verlangt ist. Dagegen hat K. Inouye’) 
aus den Spermatozoen des Hamo eine Nucleinsiure isolieren 
kénnen mit einem Gehalt von 9,73°/, P und 16,04°/, N. Hier 
ist das Verhaltnis P : N = 1: 1,65 und entspricht also dem theo- 
retisch verlangten. Demnach scheint die Thymusnucleinséure 
als Bestandtei! der Spermatozoenképfe von Fischen recht haufig 
vorzukommen. 

Um endlich das von mir erhaltene nucleinsaure Kupfer 
noch weiter als echte Nucleinséure zu charakterisieren, habe 
ich in 10g (lufttrocken) durch Spaltung mit Salpetersiure die 
Nitrate bestimmt und 2,5g erhalten. Berechnet 28,35°/,, ge- 
funden 27,54°/,. Aus den Nitraten habe ich auf oft beschrie- 
bene Weise 0,854g Guanin und 2g Adeninpikrat (F.-P. 284°) 


1) Diese Zeitschr. Bd. 50, S. 1. 
2) Diese Zeitschr. Bd. 48, S. 182. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 
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entsprechend 0,75g Adenin isoliert. Verlangt sind 0,8436¢ 
Guanin und 0,7548g Adenin. 

Diese meine Methode zur Untersuchung der Zusammen- 
setzung der Zellkerne scheint nach einer kurzen Notiz im 
chemischen Zentralblatt auch von Vernon Lynch’) auf das 
Sperma der Marine angewandt zu sein. Jedenfalls entsprechen 
die wenigen mitgeteilten Zahlen fast genau den Werten, die 
ich bei der Untersuchung des Heringsspermas gefunden hatte 
und denen sich nun die hier beschriebenen gleichsinnig anreihen. 

Fiir die Durchfiihrung der Untersuchung hatte mir das 
Kuratorium der Grifin-Bose-Stiftung Mittel zur Verfiigung ge- 
stellt, wofiir ich auch an dieser Stelle meinen besten Dank sage. 





1) ©. C. 1921. I. S. 226. 











Untersuchungen iiber die Gallensiuren. 
X. Mitteilung. 
Der weitere Abbau der Desoxycholsaure. 


Von 
Heinrich Wieland und Wilhelm Schulenburg. 


(Aus dem organ,-chem, Laboratorium der Technischen Hochschule in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Februar 1921.) 


Die oxydative Aufspaltung von Ring I des Gallensiure- 
inolekiils fiihrt von der Desoxycholséure zur Desoxybilian- 
siure, einer Keto-Tricarbonsaure 3% C,,H,,0, (Formel I), deren 
weitere Oxydation unter Offnung des Ringes II zur 5 basischen 
Choloidansiure (II) 2% C,,H,,0,, hiniiberleitet '!). Aus dem Ver- 
halten dieser beiden Polycarbonsiuren bei der thermischen Zer- 
setzung ist auf das nachstehende Strukturschema geschlossen 
worden. 


| 
CH CH 


\ Fe Se 
() COOH ; —CH, qy COOH . mt 
COOH CH Go COOH CH COOH 
SNS . at 
CH, CH, CH, COOH 


Diese Folgerungen sind durch die Ergebnisse der Unter- 
suchung der Lithocholsiure C,,H,,0,; durchaus bestatigt *). 

Von verschiedenen Seiten her ist die weitere Auflésung 
des Molekiils in Angriff genommen worden. Dabei hat sich 
in allen Fallen bis jetzt ergeben, dafi es mit den bisher an- 
gewandten Methoden auch bei kraftigem Zugriff nicht gelingt, 
gréBere Stiicke aus dem Verband herauszureifen, dafi vielmehr 


1) VII. Mitteilung. Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 311 (1919). 
*) VIII. Mitteilung. Ebenda Bd. 110, S. 123 (1920). 
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das grofie Molekiil langsam, Kohlenstoffatom um Kohlenstoff- 
atom, abgebaut werden muf. Diese Tatsache kennzeichnet 
scharf die Natur des Molekiilverbands. Sie gestaltet die Arbeit 
der Konstitutionsermittlung langwierig und miihevoll. Indes 
steht diesem Nachteil als grofier Gewinn gegeniiber die zu- 
verlassige Sicherung des zuriickgelegten Weges. Wir haben 
darum vorerst mit Vorbedacht auf die Anwendung von Gewalt- 
methoden, wie Kalischmelze, Decarboxylierung u. dgl., verzichtet, 
um dieses Vorteils nicht verlustig zu gehen. 

Zur Fortsetzung des weiteren Abbaus erschien die Diketo- 
dicarbonsiure 3% C,,H,,0, (IV) geeignet, die aus der Brenz- 
desoxybiliansiure (Il) durch Oxydation mit Permanganat glatt 
erhalten worden war’). 


he 
am of CH _CH, ay) Hooe cH, 
Hoon © H,.C—CH CO 
ae se a 
cH, ch, 


Gegen Permanganat ziemlich bestindig, wird diese Saure 
durch rauchende Salpetersiure in der Tat leicht weiter oxydiert. 
Das erhaltene Oxydationsprodukt hat mehrere Kohlenstoffatome 
verloren und ist daher vorliufig fiir die weitere Diskussion noch 
nicht brauchbar. Dagegen ist man von der Brenzcholoidan- 
siure her systematisch weitergekommen und hat den Ring II] 
des Gallensiuremolekiils sprengen und in seinen topographischen 
Beziehungen zu den erschlofinen Ringen I und II klarlegen 
k6nnen. 

Die Séure §* C,,H,,0,, die durch Hydratisierung ibres 
Anhydrids, der Brenzcholoidanséure, erhalten worden und 
schon beschrieben ist®) (Formel V), laBt sich ganz ebenso wie 
die Brenzdesoxybiliansiure, mit der sie ja den Ketopentan- 
ring gemeinsam hat, durch Permanganat oxydieren zu einer 





1) VI. Mitteilung. Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 298 (1919). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 327 (1919). 
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Ketotetracarbonsiure C,,H,,0,, die zur Choloidansiure im 
gleichen Verhiltnis steht wie das Oxydationsprodukt der Brenz- 
desoxybiliansiure, die oben erwihnte Diketodicarbonsaure 
C,,H,,0,, zu dieser. Der neuen Saéure kann nur nachstehender 
Ausdruck zukommen (Formel VI). 


| | 
CH CO 


oc Ny a COOH re COOH 
(V) | 7 (VI) | rs an 
H,C———LH—COOH H,C-—CH—COOH 


Bei der Destillation im Hochvakuum geht die Saure 
C,,H,,0,, die wir aus nachher klar werdenden Griinden als 
Prosolannellsaure bezeichnen, unter Abspaltung von einem 
Molekiil CO, und 2 Molekiilen Wasser in eine ungesiattigte 
Saure C,, H,, O, tiber, die sich in der Kalte einbasisch titriert. 
Durch iiberschiissiges Alkali wandelt sich diese Brenzséure in 
der Hitze um in eine gesa&ttigte zweibasische Diketosaure 
C,,H,,0,. Diese Reaktionen praigen sich in dem Formelschema 
der Prosolannellsiure ganz eindeutig aus. Es ist bei der 
Brenzreaktion zwischen den beiden 1,6stindigen Carboxyl- 
gruppen die Bildung des Cyclopentanonrings zustande ge- 
kommen, und auBberdem hat sich das System der 7-Ketocarbon- 
siiure analog wie bei der Lavulinsiure zum ungesattigten Lakton 
anhydrisiert. 


a of 
CH C 
| | 
CO C 
: se ait ™ J 
C —CH, - COOH O C——CH, (VII) 
| | 
HOOC—CH—CH, - COOH - O=- C a 
iy : 
“ P ai 
CH—CH, 
Prosolannellsdiure Brenz-Prosolannellsiure 


Die durch Offnung des Laktonrings gebildete zweibasische 
Séure hat die nachstehende Konstitution: 
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CH 

| 

CO 

hi dl 
(VID C——CH, 

ro oN 
| CO 
| wt 


HOOC—CH—CH, 


Von Bedeutung sind diese Umsetzungen der Prosolannell- 
siure deshalb, weil sie fiir unser Untersuchungsgebiet den 
scharfen Beweis enthalten, dafi Ring I und Ring II zwei C- 
Atome gemeinsam haben. Hier spielen die Carboxylgruppen 
der beiden gedffneten Ringe in ganz durchsichtiger Weise in- 
einander, wahrend bisher lediglich die von Windaus?) am 
Cholesterin gewonnenen Erkenntnisse aus Analogiegriinden fiir 
jene Annahme bestimmend waren. 

Durch rauchende Salpetersiure wird die Prosolannellsaéure 
glatt weiteroxydiert zu einer sechsbasischen Séure C,, H,,0,,, 
also ohne Verminderung des Bestands an C-Atomen. Aus dem 
Ubergang der Ketotetracarbonsiure C,,H,,0, in C,3H,,0,, 
ergibt sich, dafi die Ketogruppe verschwunden ist und dab 
unter Aufnahme von 3 Atomen Sauerstoff 2 neue Carboxyl- 
gruppen entstanden sind. Dies ist nur méglich, wenn die 
Ketogruppe in einen Ring eingefiigt war, der bei der 
Reaktion gesprengt worden ist, und wenn der Keto- 
gruppe benachbart Methylen steht. Wir kénnen daher 
die Formel in folgender Weise weiter entwickeln, wobei wir 
als wahrscheinlich, wenn auch nicht als bewiesen annehmen, 
dah der dritte, neu aufgespaltene Ring ein Sechsring sei. 


C C 
ae / 
HC 8606 HOOG =U 
| | | 
OC C HOOC C 
IX : a x 
(IX) ay at of (X) 
C—CH,—COOH U—CH,—COOH 
HOOC | HOOC | 
ae *. 9 . 
H,C—CH—COOH H,C—CH—-COOH 





) Diese Zeitschr. Bd. 52, S. 162 (1919). 
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Der Siure C,,H,,0,,, die nur noch einen Ring enthilt, 
geben wir den Namen Solannellsiure (solus annellus). — 
Unter der Annahme, dafi Ring III ein Sechsring ist, kommen wir 
zu folgender Gliederung des damit erschlofinen Teiles des Gallen- 
siuregeriists fiir die Desoxycholsiure: 








an 
H.C 
K CH 
oe 9 / f ™. Va 
COOH | H.¢ o*__CH, 
| 5. | 
CoH: | HCOH CH  CHOH 
Sat ae 
CH, CH, 


. 6 


Ring III mu am Kohlenstoffatom 9 geschlossen sein, denn 
Windaus hat durch den Abbau des Cholesterins bei 8 eine 
Methylengruppe nachgewiesen. 


Zur priparativen Darstellung der Solannellsiure kann man 
sich die Oxydation der Siéure C,,H,,0, zur Prosolannell- 
siiure ersparen; sie wird durch rauchende Salpetersiure di- 
rekt und mit befriedigender Ausbeute in jene Saure iiber- 
gefihrt. 


Die Solannellsiiure verliert bei der thermischen Zer- 
setzung Kohlendioxyd und Wasser und geht dabei zu mehr 
als 50°/, in eine gut charakterisierte Brenzsiure von der Zu- 
sammensetzung C,,H,,0, iiber. Wie die Titration und der 
weitere Abbau zeigen, ist die Brenzsolannellsaure eine vier- 
basische Ketosiiure. Es ist also von den 5 in der Reaktions- 
zone liegenden Carboxylen ein Paar, wahrscheinlich 1—6 stin- 
diger, umgesetzt worden. 


Die oben abgeleitete Formel (X) enthilt zwei Paare von 
dieser Beziehung. Der Abbau der Brenzsiure mit rauchender 
Salpetersiure hat den Beweis dafiir erbracht, daf die carboxyl- 
fiihrenden Fragmente der Ringe I und II sich hierbei in 
bekannter Weise zum Ketopentanring zusammengeschlossen 
haben (Formel X1). 
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C 
C 
HOOC C a 
| HOOC C 
eatin . HOOC . 
sr dl eee 
c”__CH, 5 ee (XD) 
| me C CH, 
| | 
| COOH HOOC—CH CO 
HOOC— CH 
i ye 
CH,—COOH CH, 
Solannellsdure Brenz-Solannells&ure 


Bei der Oxydation entsteht nimlich ganz glatt eine sechs- 
basische Séiure * C,,H,,.0,,, die Nor-Solannellsaure, fiir 
die, wie wir gleich ausfiihren werden, die Konstitution 

C 


HOOC C 


| 
(XIla) HOOC C 
~~ 


™% 
C——COOH 
| 
HOOC — CH — CH, —COOH 


wahrscheinlich ist. Wir haben diese gleiche Séiure auch durch 
direkte energische Oxydation von Brenzdesoxybiliansaure (XII) 
mit rauchender Salpetersiure erhalten. Hierbei werden die3 Ringe 
nacheinander aufgerissen, I und III nach dem gleichen Prinzip, 
nach dem die Bildung der Solannellsiure oben entwickelt ist. 

Ring II wird auf beiden Seiten der Carbonylgruppe gleich- 
zeitig gefafit und unter Verlust eines Kohlenstoffatoms zum 
System der Dicarbonséure aufgebrochen. 


¢ C 
il 4 fi ti 
: HOOC C 
C C , 
| I | 
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HOOC C 


HOOC C 


i 
¢——cCooH 
COOH 


| + C0, 
CH,—CH—COOH 


Dieser doppelseitige Eingriff in den zweiten Ring macht 
den Unterschied aus, der zwischen dem Oxydationsprodukt der 
Brenzdesoxybiliansiure und dem der offenen Brenzcholoidan- 
siiure besteht, in der Ring IL schon zu 


* 
C—CH,—COOH 
| 
—C—COOH 


gedffnet ist. Hier Solannellsiure, dort die um eine (mit Stern 
versehene) Methylengruppe armere Nor-Solannellsiure. 
Dieses Zusammentreffen der beiden Abbauoperationen in 
dem gleichen Produkt bildet eine héchst erwiinschte Bestati- 
gung fiir die Richtigkeit unserer Ableitung. 
Durch Oxydation der Diketodicarbonsiure C,,H,,0,, des 
ersten Oxydationsproduktes der Brenzdesoxybiliansaure 


CO 
—~ 4 
| | 
CH CO 

a 

HOOC.CH, ‘CH, 


hat sich die Norsolannellséure nicht erhalten lassen. Dadurch 
wird der Gedanke nahegelegt, daf} bei der Umwandlung der 
Brenzdesoxybiliansiure zur Norsolannellséiure der Fiinfring I 
den Verlust des einen abgespaltenen C-Atoms tragt, indem er 
nach dem gleichen Prinzip, wie eben ausgefiihrt, beiderseits der 
C=O-Gruppe gespalten wird. Die Offnung von Ring II wiirde 
dann in der bei der Choloidansiure angenommenen Richtung 
vor sich gehen. 
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HC | 
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| ] | een 6-7, 
CH,_-CH 0 | | 4.00, 
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Kin solcher Reaktionsverlauf fiihrt fiir die Norsolannellsaure 
zu nachstehender Struktur (Formel XIIb), in der gegeniiber 
XIa lediglich die Reste — CH, - COOH und — COOH in ihrer 
Stellung vertauscht sind. Der endgiiltigen Entscheidung fiir 
v 
ee 
HOOC ' 


(XIlb) HOOC C 
aie 
(—CH, - COOH 


| 
HOOC—CH—COOH 


Formel XIIb steht im Wege die Tatsache, dafi die Ketotri- 
carbonsdure C,,H,,0, aus Brenzcholoidansaure (V) sich nicht 
zur Norsolannellsiure hat oxydieren lassen. Beide Formeln 
fiihren das System der Malonsiure und tragen damit der Be- 
obachtung Rechnung, dai die Norsolannellsiure schon beim 
Schmelzen CO, abspaltet. 

Windaus') hat im vorigen Jahr ein seiner Meinung nach 
denkbares Strukturbild fiir das Geriist des Cholesterins und 
damit auch der Gallensiuren aufgestellt, nach dem das Molekiil 
aus vier miteinander kondensierten hydroaromatischen Ringen 
aufgebaut ware. Ein perhydriertes Inden ist darin mit einem 


1) Nachr. der K. Gesellsch. der Wissensch. zu Géttingen 1919, 8S. 18. 
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perhydrierten Naphthalinring wie folgt zu einem Derivat des 
Perhydro-anthracens verbunden. 


LN 


Wie man sieht, hat Windaus fiir die Angliederung des dritten 
Ringes an die beiden ersten, von ihm aufgeklirten, das Rich- 
tige getroffen. 

Indessen regen sich im jetzigen Stadium der Konstitutions- 
erforschung Bedenken, ob Ring II wirklich ein Fiinfring und 
nicht vielmehr auch ein Sechsring ist. Der Ausdruck 

Pm 


[V 


| aa 

at 
von Windaus!’) schon friiher in Betracht gezogen, er- 
scheint dem chemischen Empfinden viel natiirlicher und an- 
gemessener, als die durch die Arbeiten von Windaus und Wie- 
land und ihren Schiilern experimentell festgelegte Struktur 
mit dem eigentiimlich angefiigten Fiinfring. Es ware immerhin 
denkbar, daf§ durch die Art der Verkniipfung von Ring III mit 
dem Rest des Molekiils — vielleicht nach Art der Windaus- 
schen Formel — die Spannungsverhiltnisse an den Bindungs- 
stellen der Ringe I und II verschiedene sind, derart, daf} die 
beiden Carboxylgruppen, die aus der Aufspaltung von Ring I 





') Diese Zeitschr. Bd. 101, 8S. 229 (1918). 
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hervorgehen, bei der Hitzezersetzung ein Fiinfring-Keton ent- 
stehen lassen (Lithobiliansiure), wahrend die gleiche Reaktion 
am gedffneten Ring II vielleicht aus réumlichen Griinden in 
der Phase des Saureanhydrids stehen bleibt (Iso-lithobilian- 
siure). Es steht zu erwarten, dai der Fortgang der Unter- 
suchung diese Frage unabhingig von der Zersetzungsregel der 
Polycarbonsiuren, die ja bisher von beiden Bearbeitern nur 
unter Vorbehalt auf mehrfach kondensierte Ringsysteme iiber- 
tragen worden ist‘), zur Entscheidung bringen wird. Bis dahin 
muf} der Schénheitsfehler der an sich wohlbegriindeten Forme] 
mit dem Fiinfring in Kauf genommen werden. 

Aus den Windaus’schen Arbeiten hat sich ferner als wahr- 
scheinlich ergeben, daf} an dem Ringgeriist des Gallensdure- 
molekiils eine Seitenkette hingt, die die urspriingliche Carboxyl- 
gruppe fihrt. Von dieser Kette sind fiinf C-Atome aufgeklirt, 
nimlich das Stiick 

— C — CH, - CH, - COOH. 
bu, 
thre Haftstelle ist unbekannt. Mit der Erschliefjung von Ring III 
sind im ganzen 13 Kohlenstoffatome festgelegt, mit der Seiten- 
kette deren 18. Es ist also nur ein kleiner Rest von den 
24 C-Atomen iibriggeblieben, iiber dessen Natur freilich vor- 
erst keinerlei experimentelle Anhaltspunkte vorhanden sind. 


Die Isomerie der offenen Brenzcholoidansdure. 


Die Brenzcholoidansiure C,,H,,O, ist als Saureanhydrid 
erkannt worden; durch Alkalien geht sie iiber in die Ketotri- 
carbonsiure C,,H,,0,, von der aus die Aufspaltung von Ring III 
erfolgt. Im Hochvakuum wird die offene Saéure wieder glatt 
in die Brenzsiure zuriickverwandelt. Die Offnung des Anhydrid- 
systems durch Alkali fiihrt aber nicht quantitativ zu der schon 
beschriebenen offenen Tricarbonsaéure, sondern gleichzeitig ent- 
steht immer neben ihr eine zweite, isomere Saéure von anderen 
Eigenschaften. Durch Kinwirkung von heifem Alkali auf 
Brenzcholoidansiure tritt diese zweite Siure in einer Menge 


1} Windaus und Dalmer, Berichte Bd. 52, 8. 163 (1919). — Wie- 
land und Weyland, Diese Zeitschr. Bd. 110, S, 129 (1920). 
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von bis zu 50°/o auf, wahrend man beim Arbeiten in der Kalte 
ihre Bildung auf etwa 30° o zuriickdringen kann. Bei der 
Destillation im Hochvakuum wird auch die neue Saure glatt 
in Brenzcholoidanséure zuriickverwandelt. Sie muf} daher die 
gleiche Struktur besitzen wie die zuerst bekannt gewordene 
Siure. Diese bezeichnen wir daher als a-, jene als $-Saure 
Cy; H3,0,. 

Die B-Saure ist von der isomeren vor allem dadurch unter- 
schieden, daf} sie aus wiafriger Lésung mit einem Molekiil 
Wasser kristallisiert, das fest gebunden ist. Diese ,,Hydrat- 
siure“ schmilzt schon bei 110° unter Verlust des gebundenen 
Wassers. Von Permanganat wird sie, im Gegensatz zur a-Saure, 
in der Kilte sehr langsam angegriffen. Rauchende Salpeter- 
siiure oxydiert viel weniger heftig als dort, fihrt auch nicht 
zur Solannellsiure, sondern zu einem Gemisch nicht entwirrter 
Oxydationsprodukte. 

Die Isomerie der beiden Siéiuren kann nur eine riumliche 
sein, bedingt durch die gegenseitige Lagerung der beiden 
Gruppen — CH, -COOH und COOH diesseits oder jenseits der 


l Kbene des Ketocyklopentanrings 
| | 
h HC HC 
a a Im 
‘. \ 

| | CO C—CH, - COOH co C—CH, - COOH 
| | | | 

CH, —HC—COOH ene COOH 
i cis-Form trans-Form 
A Damit steht auch in Einklang, daB die $-Saure, im Gegensatz zur 
I a-Siure und zu allen andern Siuren, die auf diesem Gebiete bisher 
{ erhalten worden sind, linksdrehend ist. TrotzsorgfaltigerVer- 


q | — suche haben wir die Brenzcholoidansiure, das Anhydrid, nicht in 
n | zwei stereo-isomeren Formen angetroffen, wie sie aus den beiden 
a _  offenen Sdiuren zu erwarten waren. Da die Brenzséure bei vor- 
sichtiger Aufspaltung vorwiegend die héher schmelzende a-Saure 
liefert, diirfte ihr deren Konfiguration, vermutlich die der trans- 
Form, zukommen. Ein RiickschluB auf die riiumliche Lagerung 
der beiden Gruppen — CH, - COOH und — COOH in der Cho- 
loidansiiure verbietet sich jedoch, da, wie wir gesehen haben, 


Oo -> — 
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a- und £-Siure in das identische Anhydrid tibergehen. Demnach 
kénnte die der a-Siéiure zugehérige Brenzséure ebenso aus einer 
cis- wie aus einer trans-Choloidansiure hervorgegangen sein. 
Doch spricht folgender Umstand fiir die sterische Zugehérigkeit 
der Choloidansiure zur Brenzséure und zur offenen a-Saure. Die 
8-Siure zeigt als einzige der ganzen Gruppe eine starke In- 
version der spezifischen Drehung, die —56,3° betrigt. Brenz- 
siure und a-Siéure drelien stark nach rechts (-- 56,6° und + 90,6°), 
ebenso die Choloidansiure (+40°). Die 6-Siure fallt also aus 
dem Rahmen der normalen Reihe heraus, wahrend die drei 
oben bezeichneten Saéuren wohl sterisch zusammengehéren. 
Demnach diirften in der Choloidansiure die beiden aus Ring II 
hervorgegangenen Gruppen sich in cis-trans-Stellung befinden. 


Versuche. 


Die Isomerie der offenen Brenzcholoidansiure. 


Brenzcholoidansaure. Bei den grofien Materialmengen, 
die die Weiterfiihrung der Untersuchung erforderte, haben wir 
auf die Destillation der Brenzsiure im Hochvakuum verzichtet. 
Ohne wesentliche Kinbufe an Ausbeute kommt man auch durch 
langeres Erhitzen der Choloidansaéure im gewohnlichen Vakuum 
auf die Zersetzungstemperatur zum Ziel. 10—15 g Choloidan- 
siure werden im Metallbad auf die Schmelztemperatur (300 °) 
erhitzt, dann erniedrigt man zur Mafigung der stiirmischen 
Zersetzung auf 250° und Jat hiernach langsam wieder auf 
300° steigen. Wenn das Aufwallen nachgelassen hat, nach 
1—1'/, Stunden, unterbricht man, giefit die heif’e Schmelze in 
eine Porzellanschale aus, pulvert nach dem Erkalten, laBbt einen 
Tag unter Ather stehen und kristallisiert schlieBlich aus Essig- 
ester um. Die Ausbeute betragt 75—80°/o der Theorie. Die 
spezifische Drehung der reinen Brenzcholoidanséure (Schm.-P. 
222°) finden wir héher, als Wieland sie angegeben hat’). 


Zwei Bestimmungen mit 1°/,iger alkoholischer Lisung im 2 dm-Rohr: 
Abgelesener Winkel 1,116° and 1,113° [a] - = + 55,8 ° [a] p=+ 55,65? 
(W. 52,16°). 





1) Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 327 (1915). 
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Die beiden Saéuren C,,H,,0,. Die a-Siure ist schon 
beschrieben. Sie ist die wertvollere, da von ihr der weitere 
Abbau seinen Ausgang nimmt. Man erhalt sie zu zwei Dritteln 
aus der Brenzsiure, wenn man deren Aufspaltung mit einem 
kleinen Uberschuf von Alkali in der Kilte vornimmt. Ver- 
gleichende Versuche ergaben, dafi in der Hitze die beiden 
Saiuren in etwa gleicher Menge gebildet werden. 38 g reine 
Brenzcholoidansiure vom Schmelzpunkt 222° werden, anfangs 
unter Eiskiihlung, in 850 cem n/4-Kalilauge aufgelést. Nach 
halbstiindigem Stehen wird die gegen Phenolphthalein alkalisch 
reagierende Lésung im Filtrierstutzen unter tiichtigem Riihren 
mit verdiinnter Salzsiure eben kongosauer gemacht. Der 
Niederschlag bleibt 6 Stunden stehen; er ist dann kristallinisch 
geworden und /aft sich leicht absaugen. Er wird nun im 
Exsikkator iiber konzentrierter Schwefelsiiure und festem Atz- 
kali scharf getrocknet, dann gepulvert und einige Stunden 
unter 250 ccm trockenen Athers gesetzt, der die 8-Siure voll- 
stindig herauslést. Nach dem Absaugen — breite Filterplatte! —, 
Nachwaschen mit Ather und Trocknen werden 18—20 g an 
schneeweiler, fast reiner «-Siure erhalten. Ihre vollkommene 
Reinigung ist schon beschrieben. Der Beschreibung haben wir 
nur die Bestimmung der optischen Drehung hinzuzufiigen. 

Lésungsmittel: Alkohol. Konz. 1,216°/,. Abgeles. Winkel 1,102° 

[4] 5 =-+ 90,62°. 
(2dm-Rohr) Konz. 1,0°/,. Abgeles. Winkel 1,813° 
[| a = + 90,65°. 


Zur voélligen Sicherung der Beziehungen haben wir die offene 
a-Siure mit Hilfe der Brenzreaktion wieder in die Brenz- 
choloidanséiure zuriickverwandelt. 


0,9332 g verloren bei der Destillation im Hochvakuum 
(bei 312—315° Badtemperatur) 0,0413 g H,O=4,43°/o. Be- 
rechnet 4,25 °. Die in ganz glatter Umsetzung erhaltene 
Brenzsiure schmolz nach einmaliger Kristallisation bei 221 °. 


Zur Gewinnung der isomeren £-Saure schiittelt man 
die oben erhaltene, gelb gefairbte Atherlésung in Fraktionen 
mit n/4-Lauge aus, wozu im ganzen etwa 250 cem erforderlich 











180 Heinrich Wieland und Wilhelm Schulenburg, 


sind. Uber 200 ccm davon bleiben beim Ausschiitteln farblos, 
bei beginnender Gelbfirbung der Lauge trennt man ab und 
verarbeitet den zweiten gefirbten Auszug fiir sich. Die ver- 
einigten farblosen Ausziige werden auf dem Wasserbad vom 
gelésten Ather befreit, mit dem gleichen Volumen heifen 
Wassers verdiinpnt und in der Siedehitze vorsichtig mit ver- 
diinnter Salzsiure angesiuert. Um die schwer kristallisierende 
Saure alsbald rein zu erhalten, empfiehlt es sich, im ersten 
Stadium nur so weit anzusduern, bis in der Siedehitze eben 
eine schwache Triibung bleibt, itiber Nacht absitzen zu lassen 
und die von der harzig abgeschiedenen Saure getrennte Lésung 
hei bis zur Kongobliuung auszufillen. Die reine Saure fallt 
auch jetzt d6lig; wenn man aber am andern Tag die iiber- 
stehende Mutterlauge durch eine niedrige Schicht reinen 
Wassers ersetzt, so beginnt die Siure nach einigem Stehen 
zu kristallisieren, und zwar in prichtigen farblosen Blittern, 
die man von der ebenfalls kristallisiert gewordenen Boden- 
schicht abgieft und filtriert. Die so gewonnene Substanz ist 
analysenrein. Sie schmilzt nach dem Trocknen im Exsikkator 
bei 110—115° unter starkem Aufschiumen (Wasserverlust) 
und stellt das Hydrat der $-Saéure dar. Ein vorgetrocknetes 
Praparat verlor im Hochvakuum bei 80° (spater 100°) 4,27 %o 
Wasser, wihrend sich fiir ein Molekiil Hydratwasser 4,25 °/o 
berechnen. An der Luft wird auch bei wochenlangem Stehen 
kein Hydratwasser abgegeben. 
0,251 g: 0,6008 CO, und 0,1845 H,O 
C,;H,,0, Ber. C 65,36 H 8,11 
Gef. C 65,28 H 8,23. 


Titration der Hydratsiure: 0,1174 g brauchten 7,9 com n/10-KOH. 
Aquivalent 148, ber. 147. 


Die $-Saure 1é8t sich schwer umkristallisieren. Sie ist 
in allen organischen Lésungsmitteln auffer Benzol und Petrol- 
dither spielend léslich; aus heifiem Wasser, in dem sie sich merk- 
lich lést, kommt sie beim Erkalten stets als zahes Harz, das 
erst nach und nach kristallisiert. Auf folgende Weise haben 
wir die wasserfreie Saiure direkt kristallisiert erhalten. Man 
lést das im Hochvakuum vom Wasser befreite Priparat in der 
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Sfachen Menge absoluten Athers und setzt dieser Liésung 
tropfenweise Gasolin zu. Etwaige Verunreinigungen werden 
so ausgefallt. Die nach dem Stehen blank und wasserhell ge- 
wordene Lésung lift man in einem kleinen Erlenmeyer-Kolben 
mit aufgesetztem kurzem offenem Chlorcalciumrohr einige Tage 
stehen, so daB durch Verdunsten des Athers die Konzentration 
des Gasolins langsam wiachst. Dabei kommt die Saure in 
harten Kristallwarzen allmahlich heraus. Der Schmelzpunkt 
liegt wie der der entwasserten Hydratsaiure nicht ganz scharf 
bei 180—185 °%. 

0,2642 g: 0,6305 CO, und 0,1916 H,O; 0,2342 g: 0,5597 CO, und 
0,1698 H,O 

C,,H,,0, Ber. C 65,36 H 8,11 

Gef. C 65,09, 65,18 H 8,12, 8,11. , 
Titration: 0,1970 g brauchten 13,7 ccm n/10-KOH. Aquivalent 143, 


ber. 141. 
Spez. Drehung (in Alkohol). Konz. 1,0°/,. Abgeles. Winkel (2 dm- 


Rohr) 1,126° [a] 5} = — 56,3°. 

Auch von der (-Séure aus fiihrt die Brenzreaktion glatt 
wieder zur Brenzcholoidansdure zuriick, wodurch die Annahme 
von der sterischen Isomerie der beiden Saéuren bewiesen ist. 

1,0315 g $-Siure (Hydrat) verloren, im Hochvakuum auf 
290—300° erhitzt, 0,075 g Wasser = 7,27 °/o (berechnet 8,14); 
die reine Brenzsiure destillierte zum gréfiten Teil iiber und 
schmolz nach dem Zerreiben mit Ather und zweimaligem Um- 
kristallisieren aus Essigester bei 222°, wie eine Mischprobe 
mit dem Kontrollpraiparat. Durch diese Operation wird die 
fiir den Abbau wertlose $-Siaiure fast ohne Verlust wieder 
nutzbar gemacht. Die Bestimmung der spezifischen Drehung 
der so dargestellten Brenzsiure fiihrte zum gleichen Wert, wie 
bei dem aus Choloidansiure und auch aus der a-Siaure erhal- 
tenen Praparat. 

Konz. der alkohol. Lésung: 1°/,. Abgeles. Winkel (2 dm-Rohr) 
= + 1,111° [a] = + 55,55°. 


Prosolannellsaure C,,;H,,0, (Formel VI). 


7,8 g der reinen a-Ketotricarbonséure werden in 58 ccm 


n-Kalilauge, verdiinnt mit 100 ccm Wasser, kalt gelést. Bei 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 13 
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Zimmertemperatur lait man im Verlauf einer halben Stunde 
70 ccm kalt gesittigte Permanganatlésung zuflieBen, die rasch 
verbraucht werden. Weitere 25 ccm werden auch noch ziemlich 
schnell entfarbt, wihrend schliefilich eine letzte Zugabe von 
10 cem nach zweistiindigem Stehen die Farbe halt. Man ent- 
farbt mit einigen Tropfen Bisulfitlésung, saugt ab, wiascht den 
Braunstein nach und setzt zu dem klaren Filtrat Saure bis 
zur eben beginnenden Triibung (64 ccm n-H,SO,). Ganz geringe 
Mengen eines gelblichen Harzes setzen sich beim Stehen iiber 
Nacht zu Boden. Die blanke abgegossene Lésung wird vollends 
kongosauer gemacht. Sie laifit einen Teil des Oxydationsproduktes 
(1,6 g} zuerst harzig ausfallen. Giefit man die iiber Nacht 
klar gewordene Lésung wieder ab, so setzt bald in ihr die 
Kristallisation ein. Auch die erste Fallung, mit wenig Wasser 
iiberschichtet, beginnt bald zu kristallisieren. Die Mutter- 
laugen liefern beim langsamen Eindunsten in flachen Schalen 
weitere farblose Kristallisationen, aus sehr feinen Nidelchen 
bestehend, die zu Warzchen geballt sind. Die Ausbeute kommt 
der theoretischen nahe. 

Beim Arbeiten mit der Prosolannellsiure mu ihre grobe 
Kristallisationstragheit beriicksichtigt werden. Sie kann durch 
Kristallisation nicht ohne weiteres gereinigt werden, da sie 
grofie Neigung zeigt, dlig herauszukommen. Schon beim 
Digerieren mit Ather verschmiert die Séure. Fiir die Analyse 
wurde mehrmals aus verdiinnter Essigsiure umkristallisiert, 
bei nicht volliger Sattigung der heifien Lésung. Es wurden 
so schéne, zu Kugeln geballte, glinzende Nadelchen erhalten, 
die bei 220° unter schwachem Blasentreiben schmolzen. 

7,907 mg: 17,666 CO, und 5,461 H,O; 6,516 mg: 14,455 CO, und 
4,527 H,0. 


C.5H;,0, Ber. C 60,79 H 7,49 
Gef. C 60,98, 60,52 H 7,73, 7,77. 


Zur Titration diente ein einheitliches, schén kristallisiertes 
Praparat, das als 3. Fraktion aus der urspriinglichen wasserigen 
Lésung herausgekommen war. Es verlor im Hochvakuum, 


bei 80° zur Konstanz getrocknet, 3,45°/, H,O und schmolz 
nicht ganz scharf bei 180°. 
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0,1355 g verbrauchten 11,55 cem n/10-KOH. Aquivalent 117, be- 
rechnet 113,5. 


Optische Drehung: 1°/,ige alkohol. Lésung. Abgeles. Winkel im 
2 dm-Rohr = + 1,51° [a] 1§ = + 75,5°. 

Analyse: 0,2080 g: 0,4593 CO, und 0,1438 H,O. 

C,,H;,0, Ber. C 60,79 H 7,49 
Gef. C 60,23 H 7,78. 

Gibt man zu der alkoholischen Lisung der Sadure zwei 
Aquivalente alkoholischen Kalis, so fallt das amorphe, zweifach 
saure Kaliumsalz vollstindig aus; weiterer Zusatz von Alkali 
bringt das saure Salz wieder in Lésung. Der Titer der Saure 
ist in Alkohol der gleiche wie in Wasser. Die Baryumsalze 
sind in Wasser léslich. 


Brenz-Prosolannellsiure C,,H,,0; (Formel VI). 


Die Prosolannellsiure spaltet beim Erhitzen auf 280° 
Wasser, aber noch kaum Kohlensiure ab; erst gegen 300° setzt 
die Bildung des Ketonrings ein. Man destilliert etwas unter- 
halb dieser Temperatur im Hochvakuum in einem kleinen 
Anschiitz-Kolben die Siure in Mengen von 1—2 g langsam 
iiber. Das hellgelbe, spréde Harz geht beim Stehen unter wenig 
Ather in Liésung, nach einiger Zeit kristallisiert die Brenz- 
siiure in glinzenden, zentrisch gruppierten Prismen aus. Sie 
wird aus Eisessig, unter Anspritzen mit wenig Wasser, um- 
kristallisiert. Grofe farblose Prismen vom Schmelzpunkt 172. 
Leicht léslich in Alkohol, Aceton, Eisessig, betrachtlich in 
Ather, kaum in Wasser. 

5,422 mg: 13,989 CO, und 3,935 H,O; 7,593 mg: 19,650 CO, und 
5,435 H,O 


C,.H;,0, Ber. C 70,58 H 8,02 
Gef. C 70,38, 70,60 H 8,12, 8,01 
Titration: In Wasser: 0,0989 g brauchten 2,65 ccm n/10-KOH. 


Aquivalent 374 Ber. 
In Alkohol: 0,1024 g brauchten 2,7 com n/10-KOH. | 374. 


Aquivalent 378 
Im Gegensatz zu den gesittigten Ketocarbonsiuren (Brenz- 
solannellsiure, Diketodicarbonsiure C,,H,,0,, Brenzcholoidan- 
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siure) entfairbt diese Brenzsiure in Hisessig') Permanganat 
fast augenblicklich. 


Um zu der offenen Diketodicarbonsdure (C,,H,,0, 
(Formel VIIT) zu gelangen, wird die etwa 5 °/oige alkoholische 
Lésung der Brenzsiiure mit einem Uberschuf von Natrium- 
alkoholat (4 Molekiile) am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 
kurzer Zeit kristallisiert das Natriumsalz der zweibasischen 
Saéure in schénen, kreuzweise iibereinander liegenden Nadeln 
aus. Nach einer halben Stunde 1aéBt man erkalten, saugt dann 
ab und wiischt mit Alkohol und Ather. Die Titration des 
Natriumsalzes mit n/10-Salzsiure unter Anwendung von Kongo- 
papier ergab, dafj in der Tat das neutrale Salz eine Dicarbon- 
siure obiger Zusammensetzung vorliegt. 

0,078 g brauchten 3,67 ccm n/10-HCI; Aquivalent 213, ber. 218. 


Die aus dem Natriumsalz in Freiheit gesetzte Diketo- 
dicarbonsdure ist schmierig und kristallisiert erst, wenn man 
sie in Ather aufgenommen und die Atherlésung der langsamen 
Verdunstung an der Luft iiberlassen hat. Grofe farblose 
Tafeln, die in Ather erheblich léslich sind. Aus dem reinen 
Natriumsalz dargestellt, wird die Séure durch wiederholtes 
Waschen mit kaltem Ather vollkommen rein erhalten. Sie 
schmilzt bei 173° und beginnt bei 225° Wasser abzuspalten, 
wobei sich wohl das ungesittigte Lakton zuriickbildet. 

7,504 mg: 18,553 CO, und 5,442 H,O 

C,.H,.0, Ber. C 67,35 4H 816 
Gef. C 67,45 H 8,12. 

Im Gegensatz zur Laktonsiure ist die aufgespaltene Saure 

in Kisessiglésung gegen Permanganat bestindig. 


Die Oxydation der Prosolannellsaéure mit 
Salpetersadure 
fiihrt ohne Schwierigkeit zur Solannellsiure. 0,5 g Pro- 
solannellsiure werden mit 2 ccm rauchender Salpetersiure tiber- 


‘) Der zurzeit kaufliche Eisessig mu fiir die Probe durch Destil- 
lation tiber wenig Permanganat oder durch mehrfaches Ausfrieren stabi- 
lisiert werden. 





ns SD aN ese erases sssteraones 

























Untersuchungen iiber die Gallensiuren. X. 185 


gossen, in der sie sich mit orangeroter Farbe lést. Die Re- 
aktion setzt erst beim Erwirmen im Wasserbad ein und ist 
schon nach 25 Minuten beendet. Man spritzt Wasser zu der 
hellgelben Lésung bis zur eben beginnenden Triibung und iiber- 
laBt im evakuierten Exsikkator iiber Atzkali und Schwefel- 
siure der Kristallisation. Bei einem quantitativen Versuch 
wurden 0,4 g Solannellsiure, das sind 80°/o des Einsatzes, 
gewonnen. Wir haben bisher diese Séure, wie im folgenden 
beschrieben wird, aus der a-Ketotricarbonsiure C,, H,,0, dar- 
gestellt, werden aber, nachdem die Prosolannellsiure jetzt auch 
in guter Ausbeute zuginglich ist, den Weg iiber sie nehmen. 


Solannellsaiure (Formel X). 


Zur praparativen Darstellung der Solannellsaure 
wurde bisher die a-Saéure aus Brenzcholoidansiure direkt mit 
rauchender Salpetersiure 1,52 oxydiert. Um iiber das Maf 
der Kinwirkung einigermafen unterrichtet zu werden, be- 
stimmen wir bei allen Oxydationen mit Salpetersdéure die Menge 
des entstehenden Kohlendioxyds. Wir benutzen dazu einen 
einfachen Apparat mit Glasschliffen, aufgesetztem kurzen Riick- 
fluBkiihler, und fangen das entwickelte Gas, indem wir Stick- 
stoff durch das Reaktionsgefaf} leiten, in zwei mit iiber- 
schiissigem Barytwasser gefiillten Vorlageréhren auf. Man 
erhalt so recht wichtige Anhaltspunkte iiber den Verlauf einer 
Oxydation. 

Die a-Siure C,,H,,0, wird in Portionen zu je 1 g in 
Reagenzgliisern mit je 5 ccm rauchender Salpetersdure tiber- 
gossen. Sofort setzt eine heftige Reaktion ein, nach deren 
Mafigung noch 1!/,—2 Stunden im siedenden Wasserbad er- 
wirmt wird, bis die Einwirkung zum Stillstand gekommen 
und der lingere Zeit olivgriine Ton der Lésung (Nitroso- 
verbindung) in Gelb tibergegangen ist. Das ganze umgesetzte 
Material wird jetzt vereinigt und so lange mit Wasser ver- 
diinnt, als dies ohne Erzeugung einer Triibung méglich ist. 
Dann bringt man in einer Glasschale noch warm in einen 
mit konzentrierter Schwefelsiure und viel festem Atzkali be- 
schickten Exsikkator, der vorsichtig — wegen des Siedens — 
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evakuiert wird. Nach kurzer Zeit beginnt die Solannell- 
siure sich in farblosen Krusten abzuscheiden. Sie wird am 
andern Tag abgesaugt, nachdem die Liésung iiber Nacht in 
gutem Vakuum gestanden hat. Man wischt erst mit ver- 
diinnter Salpeterséiure, dann mit Wasser aus. Die Ausbeute 
an Rohprodukt vom Schmelzpunkt 185 —190° betragt 50—60°/. 
der eingesetzten a-Siéure, in einem Fall wurden 70 °/o erhalten. 
Aus den im Vakuum viollig zur Trockne gedampften Laugen 
gewinnt man nach Entfernung der Schmieren mit Ather noch 
eine kleine Nachausbeute. 

Bei einem Versuch wurde die abgespaltene Kohlensaure 
zu 2,41°/o bestimmt, das entspricht dem vierten Teil eines 
C-Atoms, eine angesichts der Heftigkeit der Reaktion erstaun- 
lich geringe Menge. Aufierdem wurden durch Ausschiitteln 
der Atherischen Lésung der Mutterlaugen mit Wasser etwa 
5°/o vom Material an Oxalsaure isoliert. Aus diesen beiden 
Befunden ergab sich mit Sicherheit, daf} die entstandene Sidure 
weder auf 22 noch auf 21 Kohlenstoffatome abgebaut sein 
konnte. 

Die Solannellsiure ist in Alkohol und KEisessig leicht 
léslich. Sie wird aus heifiem Wasser, in dem sie sich eben- 
falls leicht lést, umkristallisiert und kommt beim langsamen 
Erkalten in schénen, schneeweifien Rosetten, die scheinbar aus 
glitzernden Nidelchen zusammengesetzt sind, heraus. Nach 
dreimaligem Umkristallisieren schmilzt die analysenreine Siaure 
bei 202—203° unter lebhaftem Aufschiumen, ohne sich zu 
verfirben. Im Mikroskop stellt sich die Saéure in Form sehr 
charakteristischer, teils trigonaler, teils hexagonaler Blattchen 
dar. Ihre Léslichkeit in kaltem Wasser ist gering. 


0,3261 g: 0,6549 CO, und 0,2016 H,O; 0,2688 g: 0,5384 CO, und 
0,1594 H,O 

0,2175 g: 0,4889 CO, und 0,133 H,O; 0,1912 g: 0,38857 CO, und 
0,1218 H,O 

C.3H3,0,. Ber. C 54,98 H 6,77 

Gef. C 54,77, 54,63, 55,04, 55,02 H 6,92, 6,64, 6,84, 6,97. 

Spez. Drehung (in Alkohol). Konz. 1,0°/,. Abgeles. Winkel (2 dm- 

Rohr) 0,702° («] 5 = + 35,1°. 
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Die Titrationen der Saéure in wifriger Lésung mit n/10- 
Alkali ergeben fiir sie ein Aquivalent von 98—100, wihrend 
sich fiir eine sechsbasische Siure C,,H,,0,, ein solches von 
84 berechnet; die ebenfalls sechsbasische Nor-Solannellsiure 
dagegen titriert sich normal. Die grofsen Schwierigkeiten, 
die sich daraus laingere Zeit fiir die Konstitutionsermittlung 
ergaben, hoben sich bei der Titration in Alkohol (Indikator: 
Phenolphthalein). 0,1022 g verbrauchten 11,6 cem n/10-alko- 
holisches Kali. Aquivalent 88, berechnet 84. 

Eine alkoholische Lésung der Siure, die bis in die Nahe 
des Neutralpunktes mit Alkali versetzt und noch véllig farb- 
los ist, wird auf Zusatz von Wasser tief rot. Es ist dies der 
erste Fall bei der Untersuchung der Polycarbonsiuren der 
Gruppe, wo uns die Anomalie einer so weitgehenden hydroly- 
tischen Spaltung entgegengetreten ist. Mittlerweile sind noch 
weitere Beispiele hinzugekommen, aus denen sich vielleicht 
eine Gesetzmifiigkeit fiir die Erscheinung ableiten aft. 


Brenzsolannellsiure ©,,H,,0, (Formel XI). 


Die Brenzreaktion der vielbasischen Carbonsiuren verliuft 
in der Regel nicht so glatt, wie dies die ersten auf diesem 
Gebiet untersuchten Siiuren, die Desoxybiliansiure und die 
Choloidansiure, verhiefien. Abgesehen davon, daf} hiufig mehrere 
Reaktionsprodukte entstehen, ist auch die Neigung zur Ver- 
kohlung hier viel gréfer. Wir sind aber durch individuelle 
Behandlung der einzelnen Siuren in den meisten Fallen doch 
zu einem positiven Resultat gekommen. Um iiber den Cha- 
rakter einer neu gewonnenen Siure Aufschlufi zu erhalten, 
zersetzen wir zuerst eine genau gewogene Menge (0,2—0,5 g) 
im Stickstoffstrom mit vorgeschaltetem Chlorcalciumrohr und 
Kaliapparat, und zwar bei steigender Temperatur, indem wir 
anfangs 1/,—1 Stunde lang wenige Grade iiber dem Schmelz- 
punkt halten, den Effekt dieser Einwirkung durch Wagen der 
Apparate feststellen und dann mit der Badtemperatur um 
jeweils 20—40° héher gehen, dabei immer die abgespaltenen 
Mengen Kohlendioxyd und Wasser bestimmend. Man findet 
so die Minimaltemperatur, die fiir die Brenzreaktion erforder- 
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lich ist. Da hier die Reaktionsprodukte auch im Hochvakuum 
allzu schwer fliichtig sind, wird auf die Destillation verzichtet. 
Wir arbeiten zur Erleichterung der Zersetzung im gewdéhn- 
lichen Vakuum und stellen in jedem Fall den Gewichtsverlust 
von Zeit zu Zeit durch Wagung fest. Auf diese Weise hat 
man den robusten Prozef} der thermischen Zersetzung einiger- 
mafien in der Hand, und wir haben éfters durch diese Ver- 
feinerung der Methode vorziigliche Resultate erhalten in Fallen, 
wo die Reaktion bei blindem Drauflosgehen aussichtslos erschien. 

Bei einem orientierenden Vorversuch mit Solannellsiure 
wurde festgestellt, daf} bei */, stiindigem Erhitzen auf 210—215° 
3,22°%o CO, und 4,68°/o Wasser abgespalten werden, nach 
weiterem %/,stiindigen Erhitzen auf 250—255° im ganzen 
8,93°% CO, und 6,77 °/o H,O, bei der gleichen Zeitdauer des 
Erhitzens auf 270° 9,76% CO, und 7,08% H,O. Daraus 
ergibt sich, daf} die optimale Zersetzungstemperatur bei 260 
bis 270° liegt und daf} dabei rund 1 Molekiil CO, abgespalten 
wird (berechnet 8,77 °/o). Die Bestimmung des Wasserverlustes 
fiihrt nur zu einer oberen Grenze; sie ist deshalb nicht ganz 
genau, weil aufjer Wasser unter Umstinden auch andere fliich- 
tige Produkte im Chlorcalciumrohr zur Wagung kommen. 
Sicherlich wird hier im ganzen mehr als ein Molekiil Wasser 
abgespalten (berechnet 3,6 °/o), was sich bei der néheren Unter- 
suchung einer neben der Brenzsolannellsiure auftretenden zwei- 
ten Saéure wohl bestatigen wird. | 

Auf Grund des Vorversuchs wurden fiir die Hitzezersetzung 
der Solannellsiure jeweils ungefaéhr 1,5—2 g der reinen Saure 
in einem kleinen Rundkolben im Vakuum allmiéhlich auf 270° 
(Temperatur des Metallbades) erhitzt und 1 Stunde lang auf 
dieser Temperatur gehalten. Die Abnahme betrug bei allen 
Ansiitzen ohne wesentliche Schwankung 15,5—16%. Nach- 
dem die hellbraune Schmelze erstarrt ist, wird sie lingere Zeit 
mit etwa der 8fachen Volummenge Essigester ausgekocht, 
wobei das Harz allmahlich in Lésung geht, wahrend gleich- 
zeitig die Brenzsaure sich kristallinisch ausscheidet. Nach halb- 
tigigem Stehen saugt man ab und wischt mit Ather. Die 
Mutterlauge liefert beim Verdunsten eine zweite Kristallisation, 
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die mit Ather von Schmieren befreit und vor der Vereinigung 
mit der Hauptportion nochmals mit Essigester ausgekocht 
wird, in dem die kristallisierte Brenzsaéure sehr schwer ldéslich 
ist. Die Ausbeute an der schon ziemlich reinen Siure betragt 
50—60°o des eingesetzten Ausgangsmaterials. Man kann die 
Brenzséiure, die in Eisessig und Alkohol sehr schwer léslich 
ist, aus diesen beiden (verdiinnten) Lésungsmitteln umkristalli- 
sieren, am besten aus Alkohol. Die erste Kristallisation fiihrt 
immer etwas von einer gelben Verunreinigung, die hartnackig 
festsitzt; aus der ganz wasserhellen Lauge davon kommt dann 
die reine Sdure beim langsamen Verdunsten des Alkohols in 
harten, spharisch begrenzten wetzsteinférmigen Kristallen, die 
traubenférmig aneinanderhiingen, heraus. Der Schmelzpunkt 
liegt, nicht ganz scharf, bei 272°. 

0,0722 g: 0,1586 CO, und 0,0503 H,O; 7,885 mg: 17,315 CO, und 
5,269 H,O 

C,.H3,0, Ber. C 60,00 H 7,28 
Gef. C 59,90, 59,89 H 7,80, 7,48 


Titration: 0,0777 g verbrauchten 7,08 ccm n/10-KOH. Aquivalent 110, 
berechnet 110. 


Die Brenzsolannellsiure ist kein Saureanhydrid; die anfangs 
aus Essigester kristallisierende Substanz ist identisch mit der 
Saure, die man durch Ansiuern aus einer (auch gekochten) 
alkalischen Lésung wiedergewinnt. Die rascheste Reinigung 
besteht darin, dafi man das Priparat in der nétigen Menge 
verdiinnter Lauge lést und in der Siedehitze vorsichtig mit 
Salzsiure fallt. So lat sich die gefairbte Verunreinigung be- 
quem zuerst abscheiden, und aus der fast entfairbten Lésung 
fallt dann die reine Siure schon in der Hitze als schweres, 
aus traubigen Kristallen bestehendes Pulver aus. In Wasser 
ist die Siure auch in der Hitze schwer léslich, in der Kalte 
so gut wie unldéslich. Ein schneeweifjes Priparat gewinnt 
man dadurch, dafi man die farbenden Begleitstoffe durch wenig 
Permanganat in der wif rigen Lésung des Alkalisalzes zerstért 
und die Séure dann in der Hitze fallt. Der Schmelzpunkt 
liegt dann auch bei 272—273°. 

0,2728 g verbrauchten 24,5 ccm n/10-KOH. Aquivalent 111, ber. 110. 
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Nor-Solannellsiure C,,H,,0,, (Formel XII a cder b). 


1 g Brenzsolannellsiure wird mit 4 ccm rauchender Sal- 
petersiiure iibergossen und, um die Reaktion einzuleiten, in das 
siedende Wasserbad gestellt. Nach etwa */, Stunden beginnt 
das Oxydationsprodukt sich auszuscheiden, eine halbe Stunde 
spiter ist die Reaktion beendet. Man verdiinnt mit dem glei- 
chen Volumen Wasser, laft einige Stunden stehen, saugt dann 
ab und wascht den Niederschlag mit Wasser. Ausbeute 0,5 g. 
Aus der Lauge lait sich noch eine geringe Menge der Siure 
gewinnen. Das farblose Rohprodukt wurde zur Analyse 2 mal 
aus 50°/o Hssigsiure umkristallisiert, aus der die Saure in 
schénen glainzenden Nadeln herauskommt (im Mikroskop regel- 
mibige, langgestreckte, flache Prismen). Sie schmilzt bei 
228 —229° unter lebhaftem Aufschiumen, schon einige Grad 
vorher erweichend, wie eine Mischprobe mit dem unten be- 
schriebenen Oxydationsprodukt der Brenzdesoxybiliansiure. 

5,942 mg: 11,722 CO, und 3,498 H,O 

CoH 0. Ber. C 54,10 H 6,56 

Gef. C 53,80 H 6,59 

Titration: 0,0822 g verbrauchten 9,80 ecm n/10-KOH. Aquivalent 84, 
ber. 81. 

Spez. Drehung: 1°/, alkohol. Lésung. Abgeles. Winkel im 2 dm- 
Rohr = 0,198° [a] 5 = + 9,9°. 


Die Siure erwies sich als vollkommen identisch mit der schon 
vorher erhaltenen und nachstehend beschriebenen 


Nor-Solannellsiure aus Brenzdesoxybiliansdure. 


Wir haben die Séure zuerst bei der Oxydation der Brenz- 
desoxybiliansiure mit rauchender Salpetersiure gewonnen neben 
einer zweiten schén kristallisierten Saure, deren Untersuchung 
noch nicht zum AbschluB gekommen ist. Es wurden jeweils 
50 g Brenzsiure zu 20 Teilen in grofen Reagenzglaisern im 
siedenden Wasserbad oxydiert, jede Portion mit 10 ccm Sal- 
petersiiure. Man laft die schon in der Kilte sehr stiirmisch 
einsetzende Reaktion sich mifigen, ehe man erhitzt. Nach 
einer Stunde beginnt meist die kristallinische Ausscheidung 
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der Siure. Nach Zugabe von je 1 ccm frischer Salpetersiure 
lift man die Reaktion noch 1'/, Stunden weitergehen. Dann 
wird mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt und nach 
15stiindigem Stehen abgesaugt und mit verdiinnter Salpeter- 
siure, dann mit Wasser gewaschen. Ausbeute 10—12 g. Die 
rohe Saéure wird nun zuerst aus Wasser umkristallisiert, in dem 
sie in der Siedehitze ziemlich leicht léslich ist. Dann lést man 
von neuem in etwas mehr als der erforderlichen Menge heiben 
Wassers, vermischt heifs mit dem 5. Teil des Volumens an 
Salpetersiure D1,4 und lift langsam erkalten. Man erhilt 
so bei geniigender Verdiinnung nach dem Erkalten eine ein- 
heitliche Kristallisation harter Kérner, die, aus 50°/oiger Essig- 
siiure umkristallisiert, in die Nadeln der reinen Saure iiber- 
gehen. Schmelzpunkt 229—230°. Habitus wie oben be- 
schrieben. Ausbeute an reiner Substanz 5—6 g. 

0,1846 g: 0,3647 CO, und 0,1112 H,O; 0,3113 g: 0,6156 CO, und 
0,1854 H,O 

CyoHgoO.¢ Ber. 54,10 H 6,56 

Gef. 53,88, 53,938 H 6,74, 6,67 - 

Titration: 0,0826 g verbrauchten 9,95 ccm n/10-KOH. Aquivalent 83, 
ber. 81. 

Spez. Drehung (in Alkohol). Konz. 1°/,. Abgeles. Winkel (2 dm- 

Rohr) 0,20° [a] * =-+10,0° — 
Konz. 1,004%/,. Abgeles, Winkel (1 dm-Rohr) 0,10°. [a] 4, =+ 9,97°. 


Die Nor-Solannellsiure wird beim Erhitzen iiber ihren 
Schmelzpunkt rasch und weitgehend zersetzt. Schon bei 250 ° 
verliert sie 37°/o an Gewicht, wobei mehr als 2 Molekiile CO, 
abgespalten werden. Dieser Vorgang ist noch naher zu unter- 

COOH 
suchen. Er deutet die Gegenwart einer Gruppe ‘«< an. 


™ 
“ “coo 


Aus der Jubiliumsstiftung der Bayrischen Industrie und 
Landwirtschaft sind uns in dankenswerter Weise Mittel fiir 
die Untersuchung zur Verfiigung gestellt worden. Den Herren 
Dr. P. Weyland und Dipl.-Ing. R. Alles sind wir fiir die Aus- 
fiihrung der Mikroanalysen Dank schuldig. 
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Die Konstitution des Glutamins. 
Von 
H. Thierfelder. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Mirz 1921.) 


Glutamin 14Bt sich leicht durch Erhitzen mit Alkalien 
oder Barytwasser unter Ammoniakentwicklung in Glutamin- 
siure iiberfiihren, ist also das Monamid dieser Saure. 


CONE, COOH 
on, CH, 
CH(NH,) CH(NH,) 
COOH oak 


I, Il. 


Ob ihm aber die Formel I oder If zukommt, ist nicht sicher 
entschieden und die Bezeichnung als «-Amino-propan-7-carbon- 
siiure-a- | carbonsdéureamid] (formel IT), wie sie sich im Literatur- 
verzeichnis der organischen Chemie 1910 und 1911 8S. 196 
findet, zum mindesten nicht bewiesen. Wahrscheinlicher ist 
sogar die Formel I, welche H. Schiff!) annimmt und damit 
begriindet, da das Glutamin keine Biuretreaktion gibt, son- 
dern auf Zusatz von Kalilauge und sehr wenig Kupfersulfat 
mit rein blauer Farbe in Lésung geht. Nach Schiff ver- 
halten sich so die Verbindungen, in denen die die NH,-Gruppe 
tragenden Kohlenstoffatome weder benachbart noch an das- 
selbe Kohlenstoffatom gebunden sind, wahrend diejenigen, in 


') Liebig, Ann. der Chemie Bd. 310, S. 42 (1900). 
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denen sie benachbart sind (Oxamidtypus, Formel II), eine rot- 
violette Biuretreaktion geben. 

Einen Beweis fiir die Formel I wird man in dem Aus- 
bleiben ‘der Biuretreaktion nicht sehen kénnen. Er wiirde 
erbracht sein, wenn es gelainge, das Glutamin in das Amid 
der Hydantylpropionsiure iiberzufiihren. Fiir diese Umwand- 
lung kam das Verfahren in Betracht, mit Hilfe dessen Gri- 
maux?) und Guareschi’) aus Asparagin das Hydantylessig- 
siureamid erhielten. Grimaux schmolz 2 Teile Asparagin mit 
1 Teil Harnstoff 12 Stunden bei 125°, kochte mit wenig Wasser 
und Tierkohle und filtrierte. Beim Erkalten kristallisierte die 
Verbindung aus. In dieser einfachen Weise gelingt es nicht, 
das Hydantylpropionséureamid aus Glutamin zu _ gewinnen. 
Die Versuche wurden aber nicht weiter fortgesetzt, da in- 
zwischen eine andere Reaktion zum Ziele gefiihrt hatte. Sie 
ist zuerst von Komatsu*) angegeben, aber erst von T. B. 
Johnson und Nicolet‘) richtig gedeutet worden und besteht 
darin, daf} «- Aminosiiuren beim Erhitzen mit Rhodanaten, Essig- 
sdureanhydrid und Eisessig in Thio-2-Acetyl-1-Hydantoine iiber- 
gehen, aus denen durch Erhitzen mit konzentrierter Salzsiaiure 
Thiohydantoine entstehen. Diese lassen sich durch Erhitzen 
mit wifriger Monochloressigséure in Hydantoine iiberfiihren. 

Johnson und Mitarbeiter haben diese Reaktion mit Er- 
folg auf Glykokoll*), Alanin®), Phenylalanin*) und Tyrosin®) 
angewendet. Vermutlich werden alle einbasischen o«-Amino- 
siuren sich so verhalten. Die zweibasischen Glutaminsdure’) 
und Asparaginsiiure’) geben die Reaktion nicht, sie erfahren 
dabei eine Zersetzung unter Bildung von Ammoniak. Dagegen 
tritt sie bei Asparagin auf. Johnson und Guest) fihrten 


') Ann. de chim. et de phys. [5] Bd. 11, S, 400 (1877). 
*) Gazz. chim. ital. Bd. 5, 8S. 245 (1875) und Bd. 6, S. 370 (1876). 
3) Chem. Zentralbl. 1911, Bd. 2, 8. 537. 


*) Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 33, 8. 1973 (1911), ref. Chem. Zentralbl. 


1912, Bd. 1, S. 1104. 
>) Johnson, Journ. of Biol. Chem. Bd. 11, 8. 97 (1912). 


6) Johnson und Nicolet, Amer. Chem. Journ. Bd. 49, 8S. 197 (1913). 


7) Johnson und Guest, ebenda Bd. 47, 8. 242 (1912). 
8) Johnson und Guest, ebenda Bd. 48, 8. 103 (1912). 
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es tiber in [Thio-2-Acetyl-1-Hydantyl-5|-acetamid, aus dem 
sie dann weiter [Thio-2-Hydantyl-5 |-essigsiiure und Hydantyl- 
essigsiiure erhielten. 

Es war zu erwarten, dafi das Glutamin, wenn ihm die 
Formel I zukommt, dem Asparagin entsprechend reagieren 
wiirde. Der Versuch hat yezeigt, dafi das in der Tat der 
Fal] ist’). 

Unter den von Johnson angegebenen Bedingungen wurde 
{ Thio-2-Acetyl-1-Hydanty]-5 |-propionamid (Formel III) erhal- 
ten, welches bei der Verseifung mit konzentrierter Salzsiure 
in |Thio-2-Hydantyl-5|-propionsiure (Formel IV) iiberging. 
Dieses lief} sich durch Entschwefelung mit Chloressigséure in 
Hydantylpropionsiiure (Formel V) verwandeln. 

HN —— CO 
US 


CH, CO — N —— CH — CH, — CH, — CONH, 
ILI. 
HN —— CO 
| | 
cs 
| | 
HN —— CH — CH, — CH, — COOH 


IV. 
HN —— CO 
| | 
CO 
HN —— CH — CH, — CH, — COOH 
¥. 
Die beiden letzteren Verbindungen waren schon bekannt. 
Thiohydantylpropionsiure ist von Johnson und Guest*) dar- 
gestellt worden durch Hydrolyse des Thiohydantoins der 


1 Ich méchte nicht unterlassen zu bemerken, daB Johnson schon 
vor 9 Jahren aufgefordert hat, diese Reaktion zur Feststellung der Kon- 
stitution des Glutamins zu versuchen (Amer. Chem. Journ. Bd. 48, S. 103 
(1912]). Ich fand das beim Einsehen seiner Originalarbeiten, die mir zunachst 
nur aus Referaten im Chemischen Zentralblatt bekannt gewesen waren. 

*) Johnson und Guest, Amer. Chem. Journ. Bd. 47, 8. 242 (1912). 
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Pyrrolidoncarbonsiure (Formel VII), welches durch Einwirkung 
von Rhodanammonium, Essigsiureanhydrid und Kisessig auf 
Pyrrolidoncarbonséure (Formel VI) entsteht. Die Hydantyl- 
propionsdure (Formel VIII), welche Johnson und Guest’) aus 
der Thiohydantylpropionséure durch Entschwefelung gewonnen 
haben, war schon vorher von Dakin?) erhalten worden durch 
Kindampfen einer wilirigen Lésung von Kaliumcyanat mit 
Glutaminsiure, Lésen des Riickstandes in 10°/oiger Salzsiure 
und 15 Minuten langes Kochen. Aus dem Filtrat kristallisiert 
nach dem Eindampfen das Hydantoin aus. 


COOH HN —— CO 
| oe | 
| | 
HN —— CH CH, N OH -—— CH, 
| 
CO on CO 7 CH, 
VI. VI. 
HN —— CO 
Cs 


HN —— CH — CH, — CH, — COOH 
VITl. 
Mit diesen Verbindungen erwiesen sich die aus dem Glu- 


tamin erhaltenen indentisch. Dem Glutamin kommt also 
die Formel I zu. 


Versuche. 
| Thio-2-Acetyl-1-Hydantyl-5|-propionamid. 


HN —— CO 
| 


| | 
CS | 
CH, CO — N-- CH — CH, — CH, — CONH, 
Zu seiner Darstellung wurde d-Glutamin mit Rhodankalium 
in etwas tiber molekularer Menge fein zerrieben und mit der 
etwa fiinffachen Menge Essigsiureanhydrid und der halben 


‘) Johnson und Guest, Amer. Chem. Journ. Bd. 47, S. 242 (1912). 
*) Amer. Chem. Journ. Bd. 44, 8. 48 (1910). 
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Menge Kisessig im Kélbchen mit Steigrohr auf kochendem 
Wasserbad */, Stunde lang erhitzt. Wa&ahrend der ersten fiinf 
Minuten erfolgte unter lebhafter Reaktion Lésung. Die Fliissig- 
keit nahm eine gelbbraune Farbe an. Die beim Abkiihlen aus- 
geschiedenen Kristalle wurden am nichsten Tage abgesaugt 
und mit kaltem Wasser gewaschen. Ihre Menge betrug in 
einer Reihe von Versuchen 22—30 °/o der theoretischen. Die 
Ausbeute war die gleiche, wenn statt Rhodankalium Rhodan- 
ammonium verwendet wurde. Aus der Mutterlauge lief sich 
nichts mehr gewinnen. 

Die Substanz wurde aus heifjem Wasser umkristallisiert. 
Sie kristallisiert in Nadeln und dicken Stabchen, die oft 
pallisadenformig zusammenliegen. In heifiem Wasser und heifiem 
Alkohol ist sie léslich, sehr wenig in kaltem, unléslich in 
Ather und Chloroform, léslich in Pyridin. Eine 4,2 /oige 
Lésung in warmem Pyridin blieb bei Zimmertemperatur dau- 
ernd klar, eine 6,6 °/cige triibte sich allmahlich. Die wafrige 
Lésung fairbt blaues Lackmuspapier rot. Hine 4,2 °/oige Liésung 
in Pyridin war optisch inaktiv. Es muf also bei der Dar- 
stellung eine Racemisierung eingetreten sein. Uber das op- 
tische Verhalten des entsprechenden Asparaginderivates ist 
keine Angabe gemacht’). Der Schmelzpunkt liegt bei lang- 
samem Erhitzen bei 209° unter Gasentwicklung. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° im Vakuum 
getrocknet. 


0,2102 g Substanz: 0,3236 g CO, und 0,0943 g H,O. 

0,063; g Substanz (nach Kjeldahl): 8,26 ccm n/10-Saure. 

C,H,,0,N,S (229,19). Ber.: 41,89°/, C, 4,84°/, H, 18,34, N. 
Gef.: 41,99, C, 5,02, H, 18,28 %, N. 


[Thio-2-Hydantyl-5]-propionsiaure. 
an — <0 
| | 
CS | 
| | 
HN —— CH — CH, — CH, — COOH 





1) Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen habe ich festgestellt, 
daB eine 2°/,ige Liésung von aus |-Asparagin dargestelltem [Thio-2-Ace- 
tyl-1-Hydantyl-5]-acetamid in Pyridin inaktiv ist. 
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Um diese Verbindung zu erhalten, wurde [Thio-2-Acetyl- 
1-Hydantyl-5|-propionamid mit der etwa 6fachen Menge kon- 
zentrierter Salzsiiure 1 Stunde auf dem kochenden Wasserbad 
am RiickfluBkiihler erhitzt, die Lésung auf ein kleines Volumen 
eingedampft und mehrmals im Scheidetrichter mit Ather aus- 
geschiittelt. Der beim Abdestillieren des Athers hinterbleibende 
Riickstand kristallisierte allmahlich seiner ganzen Menge nach. 
Ausbeute an Rohprodukt 95 /o der theoretischen. Er wurde 
in sehr wenig warmem Wasser gelést, dis Lésung mit etwas 
Tierkohle behandelt, um eine leichte Opaleszenz zu beseitigen, 
filtriert und im Vakuum eingeengt. Es erfolgte Kristallisation 
in schénen Tafeln. Die Menge der reinen Verbindung betrug 
80 °/o der berechneten. Sie ist in Wasser, sehr leicht in Al- 
kohol und Ather léslich, li®t sich weder in wif riger noch 
alkoholischer Lésung mit Phenolphtalein als Indikator titrieren. 
Hine 4,1 °/o ige alkoholische Lésung war optisch inaktiv. Die bis 
zum konstanten Gewicht getrocknete Substanz schmolz nicht 
ganz scharf bei 121° zu einem klaren Ol. Fiir die Analyse wurde 
im Vakuum bei Zimmertemperatur oder bei 80° getrocknet. 


0,0721 g Substanz: 0,1022 g CO, und 0,0286 g H,O. 
0,0803 g m : 0,1139 g CO, und 0,0325 g H,O. 


0,0476 g : (nach Kjeldahl): 5,07 ccm n/10-Saure. 
0,0461 ¢g = ‘ ): 4,80 ccm n/10 Saure. 
0,1119 g ‘ ( , Carius): 0,1383 g BaSQ,. 
0,1072 g ( »  ): 0,1829 g BaSQ,. 


C,H,0,N,S (188,15). Ber.: 38,27°/, ©, 4,21 /, H, 14,89 %, N, 17,04% 8, 
Gef.: 38,66 °/, C, 4,44 °/, H, 14,92 %/, N, 16,98 %, S. 
38,69 °/, U, 4,53 °/, H, 14,59, N, 17,08°, S. 
Die von Johnson und Gucat dargestellte nana kri- 
stallisierte in rhombischen Tafeln und schmolz bei 122° zu 
klarem Ol. 
Hy dantyl-5-propionsaure. 
HN —— CO 
co | 


HN —— CH — CH, — CH, — COOH 


Zur Darstellung wurde [Thio-2-Hydantyl-5 |-propionsiure 
mit der etwa 5fachen Menge 13% iger wiafiriger Chloressig- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiolog. Chemie. CXIV. 14 
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siure auf kochendem Wasserbad am Riickflu®kiihler 1—1'/, 
Stunden erhitzt und die Lésung auf dem Wasserbad eingeenct. 
Ks schieden sich groBe harte Kristalle (hexagonale Rhomboeder) 
ab, die abgesaugt und mit wenig kaltem Wasser gewaschen 
wurden. Die Menge betrug 73 °/o der berechneten. Die Sub- 
stanz wurde aus Wasser umkristallisiert. In Ather ist sie kaum 
léslich, in kaltem Alkohol lést sie sich, aber sehr viel schwerer 
als die Thioverbindung. Die alkoholische Lisung lat sich 
mit Phenolphtalein als Indikator nicht titrieren. Eine 2,33 °/cige 
wifirige Lésung zeigt keine optische Aktivitiét. Die luft- 
trockene Substanz verlor im Vakuum auch bei 100° nicht an 
Gewicht; sie schmolz bei 168° zu klarem Ol, nachdem schon 
einige Grad vorher der Schmelzprozefi begonnen hatte. 
0,1573 g Substanz: 0,2410 g CO, und 0,0645 g H,O. 
0,0670 g Substanz (nach Kjeldahl): 7,73 ccm n/10-Séure. 
C,H,0,N, (172,08). Ber.: 41,84°/, C, 4,69°/, H, 16,28 °/, N 
Gef.: 41,78%, C, 4,59°/, H, 16,16%N 
Johnson und Guest geben an, daf} die von ihnen dar- 
gestellte Verbindung in hexagonalen tafelférmigen Prismen kri- 
stallisiert und bei 165° zu einem klaren Ol schmilzt. Die in- 


aktive Hydantylpropionsiure Dakins kristallisierte in grofjen 
Prismen und schmolz scharf bei 167—-169°. 






































Bemerkungen iiber die Natur des Hefefetts. 
(Entgegnung an die Herren Hinsberg und Roos.) 


Von 





Ida Smedley-Mac Lean. mes 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Marz 1921.) 


Die kritischen Bemerkungen von Hinsberg und Roos (diese 
Zeitschr. Bd. 111, S. 804) auf die Mitteilungen von Mac Lean und ey: 
Thomas (Biochemical Journal Bd. 14, S. 453) tiber die Natur des Hefe- 
fetts sind zum Teil darauf zuriickzufiihren, daB die erstgenanten Autoren 
nur ein Referat und nicht die ganze Abhandlung gelesen haben. 

In unserer Original-Mitteilung ist es vollstindig anerkannt worden, 
dai sie die Palmitinsiure (diese Zeitschr. Bd. 47, S. 485) von der bei- 
gemengten Pentadecansiure des Hefefetts abgetrennt haben. 

Was die Dodecensiure anbetrifft, welche Hinsberg und Roos 
isoliert zu haben glauben, so méchten wir die Aufmerksamkeit auf die 
folgenden Tatsachen lenken: 


1. Wir haben mit Wahrscheinlichkeit die Laurinsiure im Hefefett 
nachgewiesen. 

2. Lewkowitsch hat gezeigt, daB wenn ein Fett ungesittigte Siuren 
neben Laurinsiure enthilt, die letztere in dem iatherléslichen Anteil 
der Bleisalze vorhanden ist. Die Dodecensiure wurde aber von 
Hinsberg und Roos unter den Siéiuren gefunden, deren Bleisalze 
in Ather lislich waren. 

3. Als die eine von uns (Smedley, Bioch. Journ. Bd. 6, 8S. 451) die 
Methylester aus dem butterfett der Destillation unterwarf, ergab 
sich in derjenigen Fraktion, welche den C,,-Fettsiiuren entsprach, 
eine betriichtliche Zunahme der Jodzah!. Es ist méglich, da hier fs 
auch eine Dodecensiure vorhanden war — aber es ist zu bedenken, 
da§S nach Crowther und Hynd (Biochem. Journ. Bd. 11, S. 139) 
eine Mischung gesittigter Fettsauren mit Olsiure sich ebenso 
verhilt. 

4, Aus einer Mischung von Fettsiure, welche auch Laurinsidure ent- 

halt, kénnen recht erhebliche Mengen dieser Saéure durch Destil- 

lation mit Wasserdampf gewonnen werden. Wenn nun auch un 
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gesittigte Fettsiuren in der Mischung vorhanden sind, so werden 
geringe Mengen davon iibergetrieben. 


Die Menge der von Hinsberg und Roos isolierten Dodecensiure 
betrug im rohen Zustand nur 1,5 g und deswegen waren sie wahrschein- 
lich nicht in der Lage, eine Bestimmung der Jodzahl auszufiihren. Sie 
zogen es vor, die Ergebnisse der Elementaranalyse zu Grunde zu legen, 
Nun stehen die Analysen-Zahlen der rohen Siure den berechneten Werten 
der laurinsduren naher als denen der Dodecensiiuren, Aber die Zahlen 
fiir das Endprodukt der durch wiederholte Destillation gereinigten Siure 
stimmen mit den berechneten Werten der ungesittigten Siure tiberein. 


*/o © “/o H 
Berechnet fiir C,. Ho. O, 72,72 11,11 
Berechnet fiir C,, H,,0, 72,00 12,00 


Gefunden bei Hinsberg und Roos: 
so a s 71,67 11,76 
fiir die rohe Saure { 72.5 11.70 


nach mehrfacher Destillation 72,82 11,2 


Hiernach ist es wohl mdglich, daB die von Hinsberg und Roos 
isolierte Saéure eine Dodecensiure war. Jedoch ist eine weitere Bestim- 
mung notwendig, bevor diese als feststehende Tatsache angenommen 
werden kann. 
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Uber die Hefenucleinsiure. 
II. Mitteilung’). 


Von 


H. Steudel und E. Peiser-. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Kedaktion zugegangen am 7. Januar 1921.) 








Unsere bisherigen Untersuchungen iiber die Hefenuclein- 
siure, die wir an einem Handelspraparat, dem hefenucleinsauren 
Natrium der Firma C. F. Bohringer und Séhne in Mannheim ®*), 
angestellt haben, hatten ergeben, daf} dieses bisher fiir einheitlich 
gehaltene Priparat sich in mehrere Fraktionen zerlegen lafit, 
die sich durch die Léslichkeit der Baryumsalze und durch ihren 
Phosphor- und Stickstoffgehalt voneinander unterscheiden. 
Das Verhiltnis von P: N erstreckte sich von 1: 2,09 bis zu 
1: 0,87 und wir hatten die Ansicht geiufert, daf aufer einer 
echten Nucleinsiure auch noch einfache Nucleinséiuren in dem 
Préiparat vorhanden waren. 

Bei der Thymusnucleinséiure hatte eine analoge Unter- 
suchung zu dem Resultat gefiihrt, das wir hier keine voneinander 
verschiedene Fraktionen gewinnen konnten. 

Wir haben diese Frage nun weiter verfolgt und statt der 
in Wasser relativ schwer léslichen Baryumsalze die leicht lés- 
lichen Natriumsalze der Hefenucleinséure gewahlt. Es lat 
sich dann leicht feststellen, dafi das von uns benutzte Praparat 
Guanylsiure enthalt, die man ohne Schwierigkeit erhalten 
kann, wenn man die Schwerlislichkeit des guanylsauren Na- 
triums in konzentrierter Natriumacetatlésung ausnutzt, eine 





1) I, Mitteilung: Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 42. 
?) Das Praparat hatte uns die Firma freundlichst zur Verfigung 
gestellt, wofiir wir ihr auch hier bestens danken, 
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Reaktion, mit deren Hilfe Feulgen’) im hiesigen Laboratorium 
die Trennung der Guanylsiure von der echten Nucleinsaure 
gelungen ist. 

50 g hefenucleinsaures Natrium werden in méglichst wenig 
Wasser gelést und mit festem Natriumacetat bis fast zur 
Sattigung versetzt. Es entsteht ein weifser Niederschlag, der 
nach mehrstiindigem Stehen in der Kialte ausgeschleudert wird 
und noch einige Male aus heifier 20 °/,iger Natriumacetatlésung 
umgelést wird. Lést man nun nach dem Vorgange von Feul- 
gen”) den Niederschiag in Natronlauge und fallt mit dem drei- 
bis vierfachen Volumen 96 °/,igen Alkohols, so fallt zunachst 
ein Ol aus, das aber allmibhlich kristallinisch erstarrt. Die 
dariiberstehende Fliissigkeit ist nach mehrtigigem Stehen an- 
gefiillt mit emem dichten Gewirr langer, lockerer, prismatischer 
Nadeln. Die Kristalle werden dann abgesaugt und mit ab- 
solutem Alkohol getrocknet. Ausbeute ca. 6—7 g. 

List man das Ol, nachdem man die Mutterlauge abgegossen 
hat, in wenigen Kubikzentimetern Wasser und labt die viskése 
Fliissigkeit langsam im Exsikkator verdunsten, so erhalt man 
zentimetergrofe Kristallplatten, die sich aus einzelnen pris- 
matischen Nadeln zusammensetzen. 

Die Analysen der exsikkatortrocknen Substanz gaben 
folgende Zahlen: 


0,2885 = 28,2 ccm n/2-NaOH = 5,34°/, P (Neumann). 
0,23881 = 23,3 ccm ,, : == §,42°, P _ 
0,1860 = 15,5 cem n/10-H,SO, = 11,66°/, N (Kjeldah]). 
0,2328 = 19,0 ccm __,, , s= TAY ‘ 


Berechnet man sich fiir die Durchschnittswerte 5,38°/, P 
und 11,54 °/, N das Verhiltnis von P:N, so erhalt man 
1: 2,14, verlangt ist fiir P:5 N = 1:2,26. Da das gleiche 
Verhiltnis von P: N aber sowohl fiir die Guanylsiure wie 
die Adenylsiure gilt, so haben wir 1,2 g der Substanz mit 
Schwefelsdure*) gespalten. Die Reaktionsfliissigkeit gab starke 


Diazoreaktion und lieferte nach dem Ubersittigen mit Ammoniak 


1) Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 147. 
*) Diese Zeitschr. Bd. 111, S. 257. 
“) Diese Zeitschr. Bd. 53, S. 541. 
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und Kinengen auf die Hilfte 0,25 g eines amorphen Nieder- 
schlages, der alle Higenschaften des Guanins besaf}. 

Berechnet ist fiir C,,H,,O,N,PNa, ein Gehalt von 35,20 °/, Guanin. 

Gefunden fiir 0,7177 wasserfreie Substanz (aus dem N-Gehalt berechnet) 

34,84 °/, Guanin. 

Die Kristalle sind also zweifellos das basische Natrium- 
salz der Guanylsiiure, die in einer Menge von etwa 12—14 °/o 
in dem von uns untersuchten Priparat vorhanden ist. Die 
hier beschriebenen Verhaltnisse gelten selbstverstiandlich nur 
fiir das von uns benutzte Priiparat. Man kann sich sehr gut 
vorstellen, dafi andere Priparate sich nicht genau so ver- 
halten werden, denn die als Ausgangsmaterial verwandte Hefe 
wird sicher nicht immer in demselben physiologischen Zustand 
sein. 

Eine Abspaltung der Guanylsiure ist bei der von uns 
benutzten Trennungsmethode (Ausfaillen mit Natriumacetat) 
wohl so gut wie ausgeschlossen. 

Wir haben nunmehr in dem hefenucleinsauren Natrium, 
wie es von der Mannheimer Fabrik geliefert wird, ein bequemes 
Material zur Gewinnung der Guanylsiure, die man bis jetzt 
nur durch ein umstindliches Verfahren aus dem Pankreas- 
proteid von Hammarsten darstellen konnte. 

Andererseits muf} man sich die Frage stellen, ob die 
Guanylsiure der einzige Kérper ist, der in dem Handels- 
praparat neben der echten Nucleinsiure vorkommt, oder ob 
nicht noch verschiedene andere Kérper, die als hydrolytische 
Spaltprodukte der Hefenucleinsiure beschrieben sind, diesér 
nur beigemengt sind. Unsere friiheren Analysen scheinen z. B. 
darauf hinzuweisen, dafi in dem Priparat auch die Uridin- 
phosphorsiiure primar vorhanden ist. Aber auch schon jetzt 
gewinnt die Frage nach der Reindarstellung und der Zusam- 
mensetzung der Hefenucleinsiure ein erhdhtes Interesse. 

Solche Untersuchungen denken wir demnichst auszufiihren. 
Fir die Arbeit standen uns Mittel aus der Griifin-Bose-Stiftung 
zur Vertfiigung, fiir deren Bewilligung wir dem Kuratorium 
unsern besten Dank sagen. 

















